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O FPR2/ALX é um receptor acoplado à proteína G pertencente à família 
dos receptores de peptídeos formilados, conhecidos pela importância na 
defesa do hospedeiro e na inflamação. Essa família de receptores é um 
tanto quanto promíscua e já foram descritos aproximadamente 30 
agonistas, tanto peptídicos quanto lipídicos. A ativação do FPR2/ALX 
pode resultar em potentes respostas pró ou anti-inflamatórias. Ele está 
presente principalmente em células mielóides mas também foi descrito 
em células não mielóides. O FPR2/ALX tem a sua expressão aumentada 
nos tecidos pulmonares de animais sépticos e a sua ativação promove 
um efeito terapêutico por controlar a inflamação exacerbada. Embora a 
expressão do FPR2/ALX tenha sido observada em células do músculo 
liso vascular, o seu papel na reatividade vascular em condições 
inflamatórias não foi avaliado. O objetivo do presente estudo foi 
investigar uma possível participação do FPR2/ALX nas alterações 
vasculares induzidas pela sepse. Os resultados demonstram que o 
tratamento com o agonista seletivo WKYMVm restaura a 
hiporreatividade ao vasoconstritor induzida pela pneumosepse e 
aumenta a sobrevida dos animais em 40%. Os resultados in vitro 
mostram que a ativação do FPR2/ALX pelo WKYMVm diminui a 
produção de NO em células de músculo liso vascular e em aortas 
estimuladas com LPS, mas esse efeito não parece envolver a regulação 
da expressão da enzima óxido nítrico sintase-2 (NOS-2). Estes dados 
sugerem um importante papel do NO nos efeitos benéficos do 
WKYMVm observados nas alterações induzidas por LPS e sepse, 
entretanto, os mecanismos celulares e moleculares ainda precisam ser 
elucidados. Em conclusão, nossos dados sugerem que um receptor, 
primariamente descrito como mediador de respostas imunológicas, pode 
ter um papel relevante na disfunção vascular observada na sepse, sendo 
um possível alvo para novas intervenções terapêuticas. 
 










FPR2/ALX is a G protein-coupled receptor belonging to the Formyl 
Peptide Receptor (FPR) family, known to be important in host defense 
and inflammation. FPR2/ALX is a promiscuous receptor, utilized by 
lipid and peptide ligands that trigger pro- or anti-inflammatory 
responses. It is primarily found in myeloid cells but it has also been 
described in non-myeloid cells. FPR2/ALX expression is increased in 
lung tissues of septic animals and its activation has a therapeutic effect 
by controlling exacerbated inflammation. Although FPR2/ALX 
expression was observed in vascular smooth muscle cells, its role in 
vascular reactivity in inflammatory conditions has not been studied. The 
aim of this study was to investigate the possible role of FPR2/ALX in 
vascular changes observed during LPS injury and sepsis. Our results 
showed that WKYMVm treatment recovered the hiporeactivity to 
vasoconstrictors induced by pneumosepsis and improved animal 
survival by 40%. In vitro studies demonstrated that FPR2/ALX 
activation decreases NO production in LPS-stimulated cells and aorta, 
but it does not regulate NOS-2 expression. Our data suggest an 
important role for NO in the WKYMVm beneficial effect observed in 
LPS injury and sepsis, although the molecular mechanisms still needs to 
be elucidated. In conclusion, our data suggest that FPR2/ALX receptor, 
primarily described as a mediator of immune responses, may have an 
important role in vascular dysfunction observed in sepsis and may be a 
possible target for new therapeutic interventions. 
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Sepse, sépsis ou sepsia, é uma palavra de etimologia grega que 
significa putrefação. A primeira descrição de sepse como um quadro 
grave encontrada na literatura foi de Hipócrates (460 a.C.): “Quando a 
febre é contínua e a superfície externa do corpo está fria, existe 
internamente uma sensação de calor e sede, a afecção é mortal” 
(CAIRUS, 2005). 
A teoria de Ignaz Semmelweis, Louis Pasteur e outros sobre a 
associação microrganismo-doença trouxe o conceito de que sepse era 
uma infecção sistêmica, um “envenenamento do sangue”. Mais tarde, 
mesmo com o advento de potentes antibióticos, muitos pacientes ainda 
morriam e um novo entendimento se estabeleceu, de que era a resposta 
do hospedeiro, e não o microrganismo, o maior responsável pela 
patogênese da sepse (ANGUS e VAN DER POLL, 2013).  
Sepse atualmente é definida como uma síndrome da resposta 
inflamatória sistêmica (SIRS) associada à um processo infeccioso 
suspeito ou documentado, causado por bactérias, vírus ou fungos. Por 
ser uma síndrome muito complexa em sua apresentação clínica, a sepse 
de dois pacientes nunca será idêntica (HOCHSTADT et al., 2011). 
Interessante também é o fato de que em estudos experimentais, apesar 
do grupo de animais ter as mesmas características (gênero, peso, idade, 
raça, ambiente) e sofrer a mesma agressão (por exemplo, 
lipopolissacarídeo 10 mg/kg intraperitoneal), alguns animais morrem 
enquanto outros sobrevivem. 
Anteriormente, a ausência de claros critérios de definição e 
diagnóstico dificultava os estudos epidemiológicos e a avaliação sobre 
as terapêuticas implantadas e impossibilitava a extrapolação dos 
resultados para a prática clínica. Em 1992, a reunião de consenso da 
American College of Chest Physicians e da Society of Critical Care 
Medicine (ACCP/SCCM) estabeleceu os critérios de diagnóstico para 










Quadro 1 - Diagnóstico e classificação clínica da sepse 
Sepse 
SIRS + fonte de infecção 
Sepse grave 
Disfunção orgânica, hipotensão, hipoperfusão. As manifestações de baixa 
perfusão podem incluir acidose lática, oligúria, alteração da consciência, mas 
não estão limitadas a esses sinais 
Choque séptico 
PA sistólica < 90 mmHg ou diminuição da PA sistólica > 40 mmHg 
Hipotensão arterial e alteração perfusional persistentes apesar da reposição 
volêmica adequada 
Fonte: Adaptado de Bone e colaboradores (1992). 
 
Os dados estatísticos mostram aumento da incidência de sepse 
devido ao envelhecimento da população (imunosenescência e 
comorbidades [REBER et al., 2012]), pacientes imunossuprimidos, 
cirurgias prolongadas de alto risco e surgimento de microrganismos 
resistentes (ANGUS et al., 2001; MARTIN et al., 2003; LAGU et al., 
2012), mas provavelmente também pelo aprimoramento da nossa 
capacidade de diagnosticar e oferecer tratamento intensivo. Adhikari e 
colaboradores estimaram a prevalência da sepse como algo em torno de 
19 milhões de casos por ano no mundo (ADHIKARI et al., 2010). Sepse 
grave acomete mais crianças e idosos, mais o gênero masculino e a raça 
negra (MAYR et al., 2010). Há cerca de 30 anos, a mortalidade do 
choque séptico era maior que 80%. Atualmente, com a monitorização e 
o suporte intensivos, o diagnóstico e tratamento precoces, são 
observadas mortalidades de 20-30% em vários trabalhos (KUMAR et 
al., 2011). Porém, esta não é a realidade dos países em desenvolvimento, 
cuja mortalidade é maior (SALES, 2006). 
Apesar de inúmeros ensaios clínicos (COHEN, 2002; ANGUS, 
2011; WILLIAMS, 2012; WENZEL e EDMOND, 2012) nenhuma nova 
intervenção terapêutica foi bem sucedida e o tratamento continua 
fundamentado em suporte hemodinâmico, antibioticoterapia e remoção 
do foco infeccioso quando possível. No entanto, um estudo 
necroscópico demonstrou falhas na identificação e resolução do foco 
infeccioso (TORGERSEN et al., 2009) e muitos pacientes desenvolvem 
infecção nosocomial durante a internação. Com o insucesso terapêutico, 
o paciente morre por choque ou falência de múltiplos órgãos. Vários 
mecanismos podem contribuir para a disfunção orgânica na sepse. Ela 
está associada a alterações de perfusão tecidual, especialmente em 
estágios precoces da doença, e a alterações no metabolismo celular. As 
diretrizes de tratamento do choque séptico têm enfatizado a importância 
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da correção das alterações de perfusão precocemente, o que demonstrou 
melhorar o prognóstico. No entanto, mesmo quando as medidas 
hemodinâmicas globais estão otimizadas, disfunções na microcirculação 
podem estar presentes e contribuir com as alterações perfusionais. 
Dentre as disfunções orgânicas, a cardiovascular é uma das 
manifestações-chave pois apresenta papel crucial na fisiopatologia da 
sepse grave e choque séptico e contribui significativamente para o 
aumento da morbimortalidade dos pacientes na UTI. De forma geral, 
dois estágios cardiovasculares distintos são observados, a fase inicial 
(fase hiperdinâmica), que é caracterizada pela diminuição da resistência 
vascular periférica, resultado da perda do tônus vasomotor, e tem como 
consequência a perda do controle da pressão arterial e a perda da 
regulação da distribuição do débito cardíaco; e a fase tardia (fase 
hipodinâmica), na qual as alterações hemodinâmicas observadas levam 
ainda à disfunção microcirculatória com importantes consequências 
macro-hemodinâmicas, como o distúrbio no transporte de oxigênio e na 
utilização do mesmo pelos tecidos, e a disfunção endotelial com 
formação de edema e infiltração de células inflamatórias. A resposta 
pressórica de pacientes sépticos à administração exógena de 
catecolaminas e outros vasoconstritores está significativamente 
reduzida, caracterizando o que é chamado de hiporresponsividade a 
vasoconstritores (para revisão ver ASSREUY, 2006). 
Mediante aos grandes avanços tecnológicos, tanto no campo 
experimental como clínico, muito foi elucidado. No entanto, estratégias 
terapêuticas precisam ser desenvolvidas visando alcançar o maior 
número de pacientes, mesmo em lugares menos favorecidos. 
 
1.1.1 Incidência e mortalidade 
 
Em 1990, foram estimados 415.000 casos de sepse por ano nos 
Estados Unidos (EUA) com cerca de 100.000 óbitos (CENTERS FOR 
DISEASE CONTROL, 1990). Estes números devem estar subestimados 
devido a metodologia empregada na época, mas o CDC já alertava para 
o crescimento dessas taxas. Angus e colaboradores publicaram em 2001 
dados de 751.000 casos de sepse por ano resultando em 
aproximadamente 215.000 óbitos e um custo estimado de 16,7 bilhões 
de dólares nos EUA (ANGUS et al., 2001; ANGUS e WAX, 2001). 
A partir de um levantamento de dados da literatura, o estudo 
Global Burden of Disease, conduzido pela Organização Mundial de 
Saúde e a Universidade de Harvard, mostrou incidências de 300 casos 
por 100.000 pessoas por ano nos EUA; 123/100.000/ano na França e 
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38/100.000/ano na Noruega. Não foram encontrados dados sobre os 
países em desenvolvimento entre 1980 e 2008. A pesquisa englobou oito 
estudos, incluindo um do Brasil (SILVA et al., 2004), que demonstraram 
grandes variações de incidências, mas com números em torno de 149-
240/100.000/ano de sepse; 56-91/100.000/ano de sepse grave e 
11/100.000/ano de choque séptico. As taxas de mortalidade foram de 
30% para sepse, 50% para sepse grave e até 80% para choque séptico 
(JAWAD et al., 2012). De acordo com o National Vital Statistics Report 
(XU, 2010), sepse foi a décima causa de morte nos EUA em 2007 (em 
1990, era a décima terceira [SHARMA, 2007]). O estudo também 
mostrou que as internações por sepse (seja como causa primária ou que 
a desenvolveram durante a hospitalização) aumentaram de 621.000 em 
2000 para 1.141.000 em 2008. Pacientes sépticos têm estadias 
hospitalares mais prolongadas e mortalidades mais elevadas quando 
comparados a pacientes com outras enfermidades (por exemplo: 
pacientes com idade ≤ 65 anos, o tempo de internação foi maior que o 
dobro de outras enfermidades). 
No Brasil, um estudo publicado em 2006, analisou dados de 75 
unidades de terapia intensiva (UTI). Foram avaliados 65 hospitais de 
todas as regiões do país, mas com forte predomínio das regiões sul e 
sudeste, as mais desenvolvidas do país (73,8% dos hospitais e 85,8% 
dos pacientes do estudo). No período do estudo, 3.128 pacientes foram 
admitidos em UTI, sendo que 521 (16,7%) apresentaram sepse. A 
mortalidade nos subgrupos sepse, sepse grave e choque séptico foi de 
16,7%; 34,4% e 65,3%, respectivamente (SALES, 2006). 
Além da elevada mortalidade intra-hospitalar, vários estudos têm 
demonstrado risco aumentado de morte nos meses ou anos que se 
seguem a alta do paciente. Também ocorre diminuição da qualidade de 
vida, enfraquecimento físico, déficit cognitivo e alteração do humor 




A infecção pode ter sua origem na comunidade ou ser de origem 
nosocomial (isto é, quando ocorre durante a hospitalização, não estando 
presente no momento da admissão hospitalar), sendo esta última 
relacionada com uma maior taxa de mortalidade (ALBERTI et al., 
2002). A pneumonia é a principal infecção encontrada em ambos os 
casos (infecção nosocomial ou comunitária) tanto no Brasil (SILVA et 
al., 2004) quanto no mundo (ANGUS e WAX, 2001; ALBERTI et al., 
2002; MAYR et al., 2014). 
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Os principais patógenos responsáveis pelas infecções são as 
bactérias (tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas), seguidos pelos 
fungos. Nos casos das pneumonias nosocomiais, as bactérias Gram-
negativas predominam, enquanto que nos casos das pneumonias 
adquiridas na comunidade, as Gram-positivas são as principais 
causadoras (ALBERTI et al., 2002; MAYR et al., 2014). Os principais 
microrganismos responsáveis pela sepse Gram-negativa são as 
Enterobactérias (como Escherichia coli e espécies de Klebsiella), sendo 
que infecções por Klebsiella pneumoniae são as principais responsáveis 
pelas pneumonias nosocomiais (ALBERTI et al., 2002; TSIOTOU et al., 
2005). 
Além das pneumonias, outras causas frequentes de sepse são 
infecções abdominais, urinárias, cutâneas e sanguíneas. Estas infecções 
correspondem a aproximadamente 85% de todos os casos relatados de 
sepse, sendo que as pneumonias são responsáveis por mais de 50% dos 





As bactérias Gram-positivas não têm endotoxinas, mas 
apresentam na sua parede celular peptideoglicanos e ácido lipoteicóico 
que podem ser reconhecidos por receptores de superfície das células 
imunológicas e são pró-inflamatórios. Entretanto, as exotoxinas, como a 
toxina da síndrome do choque tóxico (TSST-1, do inglês, Toxic shock 
syndrome toxin) do Staphylococcus aureus, são os principais fatores 
patogênicos (CHRISTAKI e GIAMARELLOS-BOURBOULIS, 2014). 
No caso das bactérias Gram-negativas, o lipopolissacarídeo (LPS 
ou endotoxina) é o principal fator etiológico. A parede externa destas 
bactérias é formada de dupla camada lipídica e peptideoglicanos 
adjacente à membrana citoplasmática. A molécula de LPS está presente 
na membrana externa e o lipídeo A, seu principal constituinte, funciona 
como uma âncora na parede celular e é responsável pela atividade 
biológica do LPS (CHRISTAKI e GIAMARELLOS-BOURBOULIS, 
2014). 
O LPS é um padrão molecular associado ao patógeno (PAMP, do 
inglês, Pathogen-associated molecular patterns) que é reconhecido 
pelas células fagocitárias através dos receptores tipo Toll (TLR-4) 
complexados à proteína ligadora de LPS e CD14. Após a ativação destes 
receptores ocorre o recrutamento de proteínas citoplasmáticas, tais como 
a proteína adaptadora MyD88 e a quinase associada ao receptor de IL-1 
32 
 
(IRAK, do inglês, Interleukin-1 receptor-associated kinase). O 
recrutamento destas proteínas causa auto-fosforilação das mesmas e 
consequentemente ocorre a ativação do TRAF-6 (do inglês, TNF-
receptor activated factor-6). Este, por sua vez, causa a ativação de 
várias proteínas, tais como p38, JNK e IκK α/β, cujas ações convergem 
para ativação do fator nuclear kappa B (NF-κB, do inglês, Nuclear 
factor kappa B) (SHERWOOD, 2004). O NF-κB regula a transcrição de 
mais de 150 genes, particularmente os relacionados à atividade pró-
inflamatória, como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α, do inglês, 
Tumor necrosis fator-alpha), interleucina-6 (IL-6), IL-8, ciclooxigenase 
2 e NOS-2 (do inglês, Nitric oxide synthase-2). A ativação do NF-κB 
tem sido reconhecida como um marcador de mau prognóstico em sepse 
(FINK, 2004). 
O reconhecimento do LPS pelo hospedeiro deflagra a produção 
de mediadores inflamatórios e anti-inflamatórios. A gravidade da 
resposta é definida pela resistência do hospedeiro e patogenicidade do 
microrganismo. A patogenicidade do microrganismo depende do tipo, 
número e sítio de invasão. A imunocompetência do hospedeiro inclui 
fatores como idade, gênero, predisposição genética, estado nutricional, 
comorbidades, medicamentos, abuso de drogas e/ou álcool 
(HOTCHKISS e KARL, 2003). 
Durante muito tempo acreditou-se que o quadro séptico era 
consequência de uma resposta inflamatória descontrolada. A detecção 
de níveis elevados de citocinas como o TNF-α e a IL-1β no paciente 
séptico levou ao conceito de “tempestade de citocinas”. Atualmente, há 
evidências de que as respostas pró e anti-inflamatórias ocorrem 
concomitantemente. Dos vários estudos (MUNOZ et al., 1991; ERTEL 
et al., 1995; VAN DISSEL et al., 1998; WEIGHARDT et al., 2000; 
RIGATO e SALOMAO, 2003; SINISTRO et al., 2008) com dosagens 
de citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias pode-se resumir: alguns 
pacientes sépticos rapidamente produzem citocinas pró e anti-
inflamatórias, enquanto outros têm predominância de citocinas anti-
inflamatórias ou produção globalmente deprimida (HOTCHKISS et al., 
2013). 
 
1.1.4 Disfunção cardiovascular 
 
A presença da disfunção cardiovascular na sepse está associada a 
um aumento significativo no índice de mortalidade, que neste caso é de 
70-90% quando comparado ao índice de mortalidade de pacientes 
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sépticos sem alterações nesse sistema, que é de aproximadamente 20% 
(PARRILLO et al., 1990). 
Durante as fases iniciais da sepse as alterações circulatórias estão 
relacionadas principalmente com depleção do volume intravascular que 
resulta no enchimento insuficiente (pré-carga) do coração, observando-
se um aumento do débito cardíaco, associado a elevação da frequência 
cardíaca, e redução da resistência vascular periférica devido à dilatação 
sistêmica dos vasos de resistência, estágio conhecido como fase 
hiperdinâmica do choque séptico. Com a evolução do choque séptico, 
instala-se um estágio conhecido como fase hipodinâmica, caracterizada 
pela diminuição do desempenho cardíaco, com redução do débito 
cardíaco e hipotensão associada à refratariedade a vasoconstritores 
(ALDERTON et al., 2001; CLOWES et al., 1966). Na tentativa de 
aumentar o aporte de oxigênio aos tecidos e assim diminuir a produção 
de ácido láctico e o consequente dano celular, umas das estratégias 
adotadas na clínica é a infusão de volume com o intuito de aumentar a 
pré-carga (BRUNNELL e PARRILLO, 1996; PARKER, 1998). 
Através de medições diretas da contratilidade cardíaca, 
pesquisadores mostraram uma redução na fração de ejeção do ventrículo 
esquerdo, redução na resistência vascular sistêmica e taquicardia 
compensatória como características da disfunção cardíaca induzida pela 
sepse (DELLINGER, 2003). Simultaneamente ocorre a vasodepressão, 
que é afetada pela combinação de inúmeros fatores (ABRAHAM e 
SINGER, 2007), dentre eles a produção excessiva de óxido nítrico, 
ativação dos canais de potássio e alterações nos níveis de hormônios, 
como o cortisol e a vasopressina. Além disso, a combinação da 
administração de TNF-α e IL-1β pode causar depressão miocárdica em 
concentrações 50 a 100 vezes inferiores àquelas utilizadas quando as 
mesmas substâncias são administradas individualmente, aproximando-se 
das concentrações séricas obtidas nos portadores de choque séptico, 
sugerindo uma ação sinérgica no desencadeamento da depressão 
miocárdica secundária à sepse (KUMAR et al., 1996). Zhou e 
colaboradores (1998) demonstraram ainda que em pacientes 
sobreviventes a contratilidade e a estrutura cardíaca não estão alteradas 
de forma significativa mesmo na fase tardia (hipodinâmica) da sepse, o 
que sugere que a disfunção cardíaca está relacionada principalmente 
com a fase inicial do choque séptico nos pacientes sobreviventes. 
Além de alterações cardiovasculares como a queda gradual na 
pressão sanguínea, o choque séptico é associado a uma falta de resposta 
aos vasoconstritores e uma hiper-reatividade aos vasodilatadores 
(PARRILLO, 1993). Com o desenvolvimento da resposta inflamatória, 
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há uma vasodilatação periférica acompanhada do aumento na 
permeabilidade vascular, gerando diminuição do volume intravascular. 
Com a evolução do processo inflamatório, inicia-se a fase dos efeitos 
colaterais gerados pela resposta do organismo, como lesões celulares, 
fechamento do esfíncter pré-capilar, shunt arteriovenoso, vasodilatação, 
formação de microtrombos leucocitários, agregação plaquetária 
juntamente com coagulação intravascular disseminada e ativação do 
sistema retículo endotelial levando a gravíssimas alterações metabólicas 




O diagnóstico da sepse baseia-se em critérios clínicos e 
laboratoriais. Assim, ainda hoje é difícil diagnosticá-la precocemente 
com alta sensibilidade e especificidade. Substâncias produzidas em 
resposta à infecção, os biomarcadores, vêm sendo utilizadas como 
instrumentos diagnósticos. Diversos biomarcadores estão sendo 
avaliados como a proteína C reativa (PCR), a procalcitonina, o receptor 
de gatilho solúvel expresso em células mielóides (sTREM-1, do inglês, 
soluble triggering receptor expressed on myeloid cells-1); mas até o 
momento, nenhum marcador revelou-se confiável e com bom valor 
preditivo. Outros estudos analisaram dosagens de três marcadores ou 
mais simultaneamente com melhores resultados (ex. procalcitonina e 
sTREM-1 séricos e expressão de CD64 nos neutrófilos) (GIBOT et al., 
2012). Também há pesquisas para biomarcadores de disfunções 
orgânicas, acompanhamento da terapêutica e prognóstico, porém, sem 
sucesso estabelecido até o momento (SINGER, 2013). 
Os critérios de diagnóstico de sepse foram revistos (DELLINGER 
et al., 2012) na International Sepsis Definitions Conference (LEVY et 
al., 2003) e atualmente encontram-se assim estabelecidos como descrito 













Quadro 2 - Critérios de diagnóstico de sepse 
1. Sepse: infecção suspeita ou documentada e alguns dos sinais a seguir: 
Variáveis gerais 
Temperatura corpórea > 38.3 °C ou < 36.0 °C 
Frequência cardíaca > 90 batimentos por minuto 
Frequência respiratória > 20 incursões por minuto ou PCO2 arterial < 32 mmHg 
ou necessidade de ventilação mecânica 
Alteração do nível de consciência 
Edema significativo ou balanço positivo (> 20 ml/kg em + de 24 h) 
Hiperglicemia (glicemia > 140 mg/dl na ausência de diabetes mellitus) 
Variáveis inflamatórias 
Leucócitos > 12.000/mm3 ou < 4000/mm3 ou formas imaturas > 10% 
Proteína C Reativa acima de dois dp acima do valor normal 
Procalcitonina plasmática acima de dois dp acima do valor normal 
Variáveis hemodinâmicas 
Hipotensão arterial (sistólica < 90 mmHg, média < 70 mmHg, ou queda da 
sistólica maior que 40 mmHg em adultos ou menos que dois dp abaixo da 
pressão normal para idade) 
Variáveis de disfunção orgânica 
Hipoxemia (PaO2 /FIO2 < 300) 
Oligúria aguda (débito urinário < 0,5 ml/kg/h por pelo menos duas horas a 
despeito de expansão volêmica) 
Elevação da creatinina > 0,5 mg/dl 
Alterações de coagulação (international normalized ratio, INR > 1,5 ou TTPA 
> 60 s) 
Íleo 
Trombocitopenia (< 100.000/mm3) 
Hiperbilirrubinemia (bilirrubina total > 4 mg/dl) 
Variáveis de perfusão tecidual 
Hiperlactatemia (> 1 mmol/l) 
Fluxo capilar diminuído 
2. Sepse grave: sinais de hipoperfusão tecidual ou disfunção orgânica induzida 
pela sepse 
Hipotensão 
Aumento do lactato 
Diminuição do débito urinário 
PaO2/FIO2 < 250 na ausência de pneumonia ou < 200 na presença de pneumonia 
Creatinina > 2,0 mg/dl 
Bilirrubina > 2 mg/dl 
Plaquetas < 100.000/mm3 
Coagulopatia (INR >1,5) 
3. Choque séptico: hipotensão induzida pela sepse persistente, a despeito da 
expansão volêmica 
Fonte: Dellinger e colaboradores (2012). 
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1.1.6 Quadro clínico 
 
A manifestação clínica da sepse pode ser variável mas geralmente 
se apresenta como um quadro rapidamente evolutivo e exuberante 
(febre, leucocitose, choque, insuficiência respiratória). Todavia, em  
pacientes idosos, diabéticos e/ou dialíticos pode não manifestar nenhum 
sinal óbvio, e apresentar apenas alteração da glicemia e diminuição do 
nível de consciência. As disfunções orgânicas na sepse acometem mais 
comumente os sistemas respiratório, cardiovascular, nervoso central e 
renal. Outras manifestações frequentes incluem íleo paralítico, 
alterações da coagulação e do controle glicêmico, etc. Nos quadros 
graves desenvolve-se hipotensão resultante da diminuição do tônus 
vascular, do aumento da permeabilidade e da cardiomiopatia, levando a 
redução da fração de ejeção, do volume sistólico, da pressão arterial 
sistêmica e prejuízo da perfusão tecidual. A hipoperfusão é agravada 
pelas alterações na microcirculação. A persistência deste quadro leva a 
lesão celular e liberação de padrões moleculares associados ao dano 
(DAMP), como proteínas mitocondriais, adenosina e ácido úrico. Assim 
como os PAMPs, os DAMPs são pró-inflamatórios e criam um ciclo 
vicioso (RUDIGER e SINGER, 2013). 
 
1.2 RECEPTORES DE PEPTÍDEOS FORMILADOS 
 
O acúmulo de leucócitos nos locais de infecção é dependente da 
presença de fatores quimiotáticos provenientes, em parte, de bactérias 
(HARRIS, 1954). Considerando que os procariotos iniciam a síntese 
protéica com N-formil-metionina, Schiffmann e colaboradores (1975b) 
sintetizaram quimicamente e testaram pequenos peptídeos que iniciavam 
com N-formil-metionina (CHO-Met). Vários peptídeos apresentaram 
atividades quimiotáticas para neutrófilos, principalmente os peptídeos 
contendo N-formil-metionil-leucina e N-formil-metionil-fenilalanina 
(SCHIFFMANN et al., 1975a). Estudos subsequentes resultaram na 
identificação do N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMet-Leu-Phe ou 
fMLF) como o agonista mais potente dentre 24 peptídeos testados 
(SHOWELL et al., 1976). Além disso, um domínio de ligação de alta 
afinidade para o fMLF foi encontrado na superfície de neutrófilos, o 
qual foi definido bioquimicamente como receptor de peptídeos 
formilados (FPR, do inglês, Formylpeptide Receptor) (SHOWELL et 
al., 1976). Estudos conduzidos na década de 80 identificaram o FPR 
como um receptor acoplado à proteína G (GPCR), especialmente Gi 
(GIERSCHIK et al., 1989; LAD et al., 1985). 
37 
 
A família dos genes FPR humanos possui três membros 
identificados, FPR1, FPR2 e FPR3, os quais codificam três receptores 
distintos (MIGEOTTE et al., 2006; RABIET et al., 2007; YE et al., 
2009). Dentre os três receptores, FPR1 e FPR2/ALX (também 
conhecido como FPRL-1) apresentam alta similaridade (69%) em suas 
sequências primárias de aminoácidos. Eles também compartilham vários 
agonistas, incluindo o hexapeptídeo WKYMVm (Trp-Lys-Tyr-Met-Val-
D-Met-NH2) e moléculas não peptídicas como o composto 43 (LE et al., 
1999; FORSMAN et al., 2012). 
Peptídeos N-formilados derivados de bactérias ou mitocôndrias 
são os principais quimioatraentes do FPR1, induzindo atividades 
fagocitárias, quimiotaxia, mobilização de cálcio, degranulação e 
produção de ânions superóxido (LE et al., 2002). O tripeptídeo fMLF 
derivado de Escherichia coli é o menor agonista de alta afinidade para o 
FPR1. Além da ligação a peptídeos formilados bacterianos, FPR1 
reconhece peptídeos mitocondriais que contém fMet na porção N-
terminal (CARP, 1982). Essa função é crítica para a resposta de 
fagócitos ao dano tecidual agudo (MCDONALD et al., 2010; ZHANG 
et al., 2010), o qual leva a fagocitose de restos celulares e início do 
reparo tecidual. 
Para o FPR2/ALX, outros agonistas derivados de bactérias ou 
peptídeos formilados derivados de mitocôndrias, são mais potentes que 
o fMLF (RABIET et al., 2005). Assim como o FPR1, o FPR2/ALX 
também está envolvido na resposta do organismo à infecção, porém 
apresenta importante papel na via anti-inflamatória. A sua expressão é 
induzida tanto por estímulos pró-inflamatórios (TNF-α) quanto anti-
inflamatórios (glicocorticóides) (SAWMYNADEN et al., 2006; 
DUFTON et al., 2010). Modelagem computadorizada combinada a 
mutagênese dirigida, mostrou que as regiões de interação com ligantes 
do FPR2/ALX são diferentes do FPR1 (HE et al., 2014). Os diferentes 
domínios de ligação poderiam explicar porque o FPR2/ALX é capaz de 
interagir com uma variedade de ligantes de diferentes estruturas, 
incluindo peptídeos derivados de vírus, anexina A1, proteína sérica 
amilóide A, catelicidina LL-37, peptídeos sintéticos como o WKYMVm 
e MMK-1, e pequenas moléculas incluindo Quin-C1 e Composto 43 










Figura 1: Domínios de ligação dos agonistas do FPR2/ALX. Anexina A1 
(AnxA1) utiliza a região N terminal e/ou a segunda alça extracelular para 
induzir a ativação do receptor. Proteína sérica amilóide A (SAA) interage com 
as alças extracelulares I e II, enquanto a pequena molécula do composto 43 
(C43) penetra na primeira alça extracelular e interage com regiões 
transmembrana para ativar o FPR2/ALX. O domínio de ligação da lipoxina A4 
(LXA4) também está demonstrado. Fonte: Bena e colaboradores (2012). 
 
Uma importante linha de pesquisa está focada na interação com 
mediadores lipídicos que incluem a lipoxina A4 (FIORE et al., 1994) e a 
resolvina D1 (RvD1) (KRISHNAMOORTHY et al., 2012). Foi relatado 
que a LXA4, na faixa de concentração de pico a nanomolar, é capaz de 
ativar o FPR2/ALX e gerar ações anti-inflamatórias (revisado em 
CHIANG et al., 2006). Tanto os mediadores lipídicos quanto a anexina 
A1 podem interagir com homo- ou heterodímeros do FPR2/ALX para 
induzir efeitos anti-inflamatórios (COORAY et al., 2013). Entretanto, 
alguns trabalhos demonstraram que a ação da LXA4 não é mediada pelo 
FPR2/ALX (FORSMAN e DAHLGREN, 2009; HANSON et al., 2013; 
PLANAGUMÀ et al., 2013). 
O FPR3 (antes designado como FPRL-2) não é expresso em 
neutrófilos, porém é encontrado em monócitos, macrófagos e células 
dendríticas. Diferente dos demais receptores, FPR3 responde fracamente 
a formil peptídeos exceto ao fMMYALF (N-formyl-Met-Met-Tyr-Ala-
Leu-Phe) (RABIET et al., 2005), e possui um único ligante endógeno 
identificado, o peptídeo F2L (MIGEOTTE et al., 2005). Além disso, o 
FPR3 apresenta-se constitutivamente internalizado (RABIET et al., 
2011), e sua função fisiológica permanece desconhecida. 
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A família dos genes Fpr murinos é mais complexa e contém, pelo 
menos, oito genes: Fpr1, Fpr2, Fpr-rs1, Fpr-rs3, Fpr-rs4, Fpr-rs5, Fpr-
rs6, Fpr-rs7 e Fpr-rs8 (GAO et al., 1998; YE et al., 2009; TIFFANY et 
al., 2011). Os primeiros três genes codificam receptores (mFpr1, mFpr2 
e mFpr-rs1) que são encontrados predominantemente em leucócitos 
(GAO e MURPHY, 1993; GAO et al., 1999; HARTT et al., 1999; 
SOUTHGATE et al., 2008). 
Neutrófilos Fpr1 knockout apresentam suscetibilidade a infecção 
por Listeria sp., sugerindo uma importante função desse receptor na 
defesa contra esse microrganismo (GAO et al., 1999). mFpr1 responde 
fortemente a peptídeos N-formilados derivados de Listeria 
monocytogenes (fMIVTLF), Staphylococcus aureus (fMIFL) e 
mitocôndria (fMMYALF), enquanto apresenta baixa afinidade de 
ligação ao fMLF derivado de Escherichia coli (HE et al., 2012). Esses 
mesmos peptídeos são muito menos eficazes para o mFpr2, que 
responde melhor ao peptídeo sintético WKYMVm, ao agonista sintético 
Quin-C1 e ao Composto 43. A ausência do Fpr2 murino compromete a 
imunidade celular contra a infecção por L. monocytogenes (LIU et al., 
2012). O mFpr2 está envolvido na homeostasia, inflamação e 
tumorigênese de células epiteliais do cólon (CHEN et al., 2013). 
Adicionalmente, mFpr1 e mFpr2 são expressos em níveis similares na 
superfície celular (HE et al., 2012). Contrário à esses receptores, mFpr-
rs1 responde fracamente a todos os peptídeos citados (HE et al., 2012), 
mas serve como receptor para o F2L (GAO et al., 2007; SOUTHGATE 
et al., 2008) e apresenta um padrão de distribuição intracelular (HE et 
al., 2012). Essas observações sugerem que o mFpr1 é o ortólogo do 
FPR1 humano, com algumas propriedades farmacológicas do 
FPR2/ALX, enquanto o mFpr2 apresenta menor afinidade aos peptídeos 
formilados. O mFpr2 tem 76 e 63% de identidade com o FPR2/ALX e 
FPR3 humanos, respectivamente (YE et al., 2009; HARTT et al., 1999). 
A distribuição intracelular do mFpr-rs1 sugere uma correlação 
evolucionária com o FPR3 humano (HE et al., 2012). A distribuição 
tecidual do Fpr2 em camundongos foi quantificada utilizando-se a 
técnica de qPCR por Regard e colaboradores (2008) (Figura 2). Embora 
diferentes, utilizamos nesse trabalho a nomenclatura dos receptores 
humanos preconizada pela IUPHAR, já que é a mais conhecida e bem 








Figura 2: Quantidade relativa de transcritos do Fpr2 nos tecidos de 
camundongo. Adaptado de Regard e colaboradores (2008).  
 
A ativação do FPR2/ALX pode resultar em potentes respostas pró 
ou anti-inflamatórias. Ele está presente principalmente em células 
fagocitárias mas também foi descrito em células epiteliais, endoteliais, 
células da microglia, de glândulas salivares, córneas, baço e pulmão 
(LEVY et al., 2002; MIGEOTTE, 2006; BONNANS et al., 2007; 
NELSON et al., 2014). A ligação dos diferentes agonistas ao receptor 
ocorre com distinta afinidade e em diferentes locais de interação, 
facilitando a ativação de vias de sinalização distintas dependendo do 
tipo celular (BAE et al., 2003). Assim, os efetores intracelulares após a 
ativação desses receptores dependem do tipo e da concentração do 
ligante, do tipo de ligação, e dependendo das circunstâncias, podem 
resultar em efeitos inibitórios ou estimulatórios (MIGEOTTE et al., 
2006). 
 
1.2.1 Mecanismos de transdução de sinal nos FPRs 
 
A estrutura dos FPRs é constituída de sete segmentos 
transmembrana em alfa hélice que se ligam à proteína G (PROSSNITZ e 
YE, 1997), família Gi, que estimulam as subunidades sensíveis à toxina 
Pertussis (PTX). A proteína G é formada por três subunidades, sendo 
elas α, β e γ e, em repouso, as subunidades estão ligadas (Gαβγ). O 
complexo Gαβγ possui afinidade por guanosina difosfato (GDP) e após 
a ligação do peptídeo ao receptor, o GDP é substituído por GTP e o 
complexo é dissociado liberando as subunidades que interagem com 
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outras proteínas efetoras (FERRETTI et al., 2001; ZEN e LIU, 2008). A 
ativação da via e geração de segundos mensageiros é crucial para ações 
efetoras dos neutrófilos na resposta inflamatória como quimiotaxia, 
aderência, fagocitose, geração de espécies reativas de oxigênio e 
secreção de enzimas lisossomais e granulares (SELVATICI et al., 2006). 
A interação entre fMLF e seu receptor (FPR1) localizado na 
superfície dos neutrófilos induz a modificação da proteína G iniciando o 
processo de transdução de sinal. A Figura 3 mostra as principais vias de 
sinalização ativadas pelo fMLF que resulta na ativação da NADPH 
oxidase em neutrófilos. Com a ativação da proteína Gαi, a liberação da 
subunidade Gβγ ativa PI3K resultando na produção de PIP3 e seus 
produtos de degradação. A ativação de p-Rex1 mediada por Gβγ e PIP3 
é um evento-chave para a conversão da Rac-GDP em Rac-GTP, a qual 
transloca para a membrana e se associa à gp91phox. A subunidade Gβγ 
também é responsável pela ativação da fosfolipase C isoforma β 
(PLCβ), levando à formação de segundos mensageiros como o diacil 
glicerol (DAG) e o 1,4,5-inositol trifosfato (IP3). O DAG, por sua vez, 
ativa a PKC. As isoformas de PKC, MAPK (p38, ERK) e Akt são 
conhecidas por catalizarem a fosforilação de p47phox em neutrófilos 
estimulados com fMLF, promovendo a translocação de membrana de 
fatores citosólicos. O domínio PX da p47phox também facilita sua 
associação com a membrana. A formação de um complexo de NADPH 
oxidase na membrana é importante para a conversão do oxigênio 
molecular em superóxido. Uma via de sinalização intracelular que 
envolve a fosfolipase D (PLD) também foi descrita por contribuir para a 






Figura 3: Principais vias de sinalização ativadas pelo fMLF em neutrófilos. 
Adaptado de Ye e colaboradores (2009). 
 
1.2.2 WKYMVm, o agonista seletivo do FPR2/ALX 
 
O peptídeo WKYMVm foi a primeira molécula proposta como 
agonista FPR2/ALX seletivo. Ele foi selecionado a partir de uma 
biblioteca de peptídeos sintéticos e contém uma D-metionina na posição 
6 que aumenta sua atividade biológica (BAEK et al., 1996; BAE et al., 
1999) (Figura 4). O WKYMVm, também conhecido como peptídeo W, 
interage com o FPR1, apesar de não apresentar similaridade na 
sequência de aminoácidos com o fMLF nem grupamento formil. Foi 
demonstrado que o WKYMVm é capaz de deslocar o [3H]-fMLF ligado 
ao FPR1, sugerindo que esses dois peptídeos ocupem o mesmo domínio 
de ligação ou que ocorra sobreposição (HE et al., 2000; LE et al., 1999). 
WKYMVm liga-se eficientemente ao FPR2/ALX e com muito menos 
eficiência ao FPR1 e FPR3 (LE et al., 1999; BAE et al., 1999a, 
DAHLGREN et al., 2000; CHRISTOPHE et al., 2001; KANG et al., 
2005), ativando funções em leucócitos, incluindo quimiotaxia, 
mobilização do receptor de complemento-3, produção de citocinas e 
ativação da NADPH oxidase, que resulta em estresse oxidativo (LE et 
al., 1999; BAE et al., 1999a, KANG et al., 2005). WKYMVm ativa 
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neutrófilos via FPR1 apenas quando a sinalização via FPR2/ALX está 




Figura 4: WKYMVm-NH2, frequentemente mencionado como WKYMVm, ou 
simplesmente como peptídeo W. Fonte: Ye e colaboradores (2009). 
 
Em neutrófilos, WKYMVm promove aumento da concentração 
de cálcio intracelular, ativação da NADPH oxidase, produção de ácido 
araquidônico mediada por fosfolipase A2 e aumento da produção de 
leucotrieno B4, atuando seletivamente no FPR2/ALX (CHRISTOPHE et 
al., 2001; LEE et al., 2006). Em monócitos, a ligação do WKYMVm ao 
FPR2/ALX ativa quimiotaxia associada a fosforilação de várias 
proteínas celulares, incluindo as proteínas quinase reguladas por sinais 
extracelulares (ERK, do inglês, extracellular-signal-regulated kinases), 
proteína quinase B e RhoA (do inglês, Ras homolog gene family member 
A) (BAE et al., 1999a), e estimula geração de superóxido dependente de 
NADPH oxidase através da ativação de proteína quinase C e fosfolipase 
D (BAE et al., 1999b). 
Células da linhagem IMR-90 (fibroblastos pulmonares de origem 
humana) também expressam FPR2/ALX. A exposição ao WKYMVm 
induz ativação de ERK, translocação de p47phox e geração de superóxido 
dependente de NADPH, e esses efeitos são em grande parte prevenidos 





Figura 5: Mecanismos de sinalização intracelular elicitados pelo WKYMVm em 
fibroblastos humanos IMR-90. Adaptado de Cattaneo e colaboradores (2013). 
  
A ativação do FPR2/ALX pelo WKYMVm em células de 
astrocitoma humano resulta em influxo de Ca2+ e em fosforilação da 
quinase inibitória-κB (IκK), a qual é prevenida pelo pré-tratamento com 
PTX e requer ERK, fosfatidilinositol-3-quinase e ativação de tirosina 
quinase. Interessantemente, a depleção do colesterol da membrana 
plasmática inibe a fosforilação da IκK estimulada pelo FPR2/ALX, 
denotando uma importante função da integridade das balsas lipídicas na 
sinalização do IκK via FPR2/ALX (KAM et al., 2007; KWAN et al., 
2008). 
Na colite ulcerativa experimental, os efeitos terapêuticos do 
WKYMVm foram observados através da diminuição da permeabilidade 
epitelial e da modulação do perfil de citocinas pró-inflamatórias (IL-12, 
IL-23 e TGF-β) (KIM et al., 2013). A importância do FPR2/ALX na 
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homeostasia, inflamação e no processo de reparo epitelial do cólon foi 
demonstrada em animais FPR2/ALX deficientes (CHEN et al., 2013). 
 
1.2.3 FPR2/ALX e sepse 
 
Existem poucos trabalhos mostrando a importância do 
FPR2/ALX na sepse. A maioria das evidências experimentais consiste 
dos efeitos protetores dos agonistas FPR2/ALX endógenos (por 
exemplo, LXA4 e AnxA1) na sepse experimental. 
Utilizando um modelo de sepse induzida por pneumonia, nosso 
grupo de pesquisa demonstrou que o FPR2/ALX tem a sua expressão 
aumentada no foco da infecção, e que o tratamento com LXA4 em 
momentos tardios da sepse reduz a mortalidade através da diminuição da 
resposta inflamatória exacerbada (SORDI et al., 2013a). Outro estudo 
também relatou efeitos protetores da LXA4 em um modelo de peritonite 
induzida por ligadura e perfuração do ceco (CLP) (WALKER et al., 
2011). No modelo de sepse induzida por E. coli, a combinação de 
antibióticos com a 15-epi-LXA4 (epímero da LXA4) apresentou um 
efeito sinérgico no controle da sepse, reduzindo a produção de citocinas 
inflamatórias, diminuindo o recrutamento de neutrófilos para o sítio da 
infecção, favorecendo o clearance bacteriano e aumentando a sobrevida 
(UEDA et al., 2014). De forma muito elegante, Gobbetti e colaboradores 
(2014) mostraram o papel crucial do FPR2/ALX na sepse, utilizando 
animais Fpr2 deficientes no modelo de CLP. Na ausência do Fpr2, os 
animais sépticos apresentaram uma exacerbação da severidade da 
doença, incluindo hipotermia e disfunção cardíaca. Esse cenário foi 
acompanhado de elevados níveis de citocinas (TNF-α, CXCL1, CCL2) e 
reduzido recrutamento de monócitos para o peritôneo. Embora as ações 
da LXA4 possam ser mediadas pelo receptor aril-hidrocarboneto (AhR) 
(SCHALDACH et al., 1999), o FPR2/ALX é o principal receptor que 
medeia os efeitos da LXA4 in vivo (DUFTON e PERRETTI, 2010). 
Ainda na classe dos agonistas lipídicos, foi demonstrado que a RvD2 
(SPITE et al., 2009) e a RvD1 (CHEN et al., 2014) melhoram o 
desfecho da sepse. 
Em humanos, um estudo de coorte retrospectivo sobre o uso de 
aspirina em pacientes com SIRS e sepse mostrou uma melhora na 
sobrevivência devido a 15-epi-LXA4 (EISEN et al., 2012). 
Agonistas e antagonistas peptídicos do FPR2/ALX têm sido 
investigados como candidatos terapêuticos para doenças inflamatórias 
como a sepse, asma e artrite reumatóide. Em um estudo utilizando o 
modelo de sepse polimicrobiana, a administração do peptídeo 
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WKYMVm protegeu contra a morte por aumentar a atividade 
bactericida, por diminuir a inflamação de órgãos vitais e por induzir 
apoptose de células do sistema imune. Esses efeitos causados pelo 
WKYMVm foram relacionados ao aumento da produção de citocinas 
dos tipos I e 17, e à inibição da produção das citocinas pró-inflamatórias 
TNF-α, IL-1β e IL-6. Os efeitos terapêuticos anti-inflamatórios e 
bactericidas do WKYMVm foram bloqueados pelo WRW4 (antagonista 
FPR2/ALX seletivo; Trp-Arg-Trp-Trp-Trp-Trp-NH2), demonstrando o 
papel-chave do FPR2/ALX nesse processo (KIM et al., 2010). 
Estes trabalhos sugerem uma importante função desse receptor na 
sepse no que concerne aos seus efeitos no aspecto inflamatório. Todavia, 
um dos aspectos crucias para a mortalidade na sepse é a disfunção 
cardiovascular. Percebendo esta lacuna, foi levantado o que se sabe 
sobre o FPR2/ALX e o sistema cardiovascular. Existem pouquíssimas 
evidências da participação do FPR2/ALX na função de vasos 
sanguíneos. Foi demonstrado que a LXA4 tem um efeito direto na 
regulação do tônus vascular e é capaz de promover redução da pressão 
sanguínea de maneira dependente de endotélio, pela liberação de NO 
(VON DER WEID et al., 2004). Além disso, a ativação do FPR2/ALX 
pelo seu agonista seletivo, o peptídeo WKYMVm, induz relaxamento 
dependente de endotélio em veia omental humana (BERKESTEDT et 
al., 2008). Muito importante de ser percebido, estes estudos foram 
realizados na ausência de estímulo ou resposta inflamatória. 
 
1.3 ÓXIDO NÍTRICO 
 
Em 1980, Furchgott e Zawadzki demonstraram que a integridade 
do endotélio vascular era necessária para que o relaxamento vascular 
induzido pela acetilcolina ocorresse. Estudos subsequentes revelaram 
que a vasodilatação induzida pela acetilcolina e outros agentes 
vasodilatadores como a bradicinina, histamina e a 5-hidroxitriptamina 
era decorrente da liberação de uma substância efêmera que inicialmente 
ficou conhecida como fator de relaxamento derivado do endotélio 
(EDRF, do inglês, Endothelium-derived relaxing factor) (para revisão 
ver MONCADA e HIGGS, 2006). Em 1987, foi demonstrado por 
Palmer e colaboradores que esse EDRF era um radical livre, o óxido 
nítrico. A partir daí, começou-se a investigar a participação do NO como 
molécula sinalizadora em diversos tecidos.  
O óxido nítrico é um gás inorgânico que apresenta um elétron 
desemparelhado, portanto, é um radical livre. Na temperatura e pressão 
ambiente é um gás incolor, com solubilidade máxima em água de 
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aproximadamente 2 mM e apresentando solubilidade de 6 a 8 vezes 
maior em solventes apolares (FUKUTO et al., 2000). Por essa razão, o 
NO tende a se concentrar em membranas lipídicas e domínios 
hidrofóbicos de proteínas em sistemas biológicos. Ele age como 
mediador biológico, regula o tônus vascular e é um importante agente 
envolvido na resposta imune do hospedeiro (AKTAN, 2004). 
O NO é sintetizado pelas enzimas óxido nítrico sintases (NOS) 
através da conversão da L-arginina e do oxigênio molecular em NO e L-
citrulina. Genes separados codificam para NOS neuronal (NOS-1) e para 
NOS endotelial (NOS-3), bem como para NOS induzida/Ca2+ 
independente (NOS-2). Apesar das três isoformas catalisarem a mesma 
reação, elas diferem na regulação, amplitude e duração da produção de 
NO, além da distribuição celular e tecidual. A NOS-3 é expressa por 
células endoteliais, miócitos cardíacos, leucócitos, plaquetas, 
fibroblastos, entre outras. A NOS-1 foi inicialmente purificada de 
células nervosas e hoje sabe-se que também é expressa em células 
epiteliais e endoteliais, miócitos esqueléticos, neutrófilos e mastócitos 
(FÖRSTERMANN et al., 1998). A NOS-2 é expressa em uma ampla 
variedade de tecidos e células mediante estimulação. Leucócitos, células 
endoteliais e epiteliais, queratinócitos, fibroblastos, osteócitos, plaquetas 
e neurônios, expressam a NOS-2 após estimulação por LPS ou citocinas. 
Estes agentes interagem com receptores que promovem eventos 
sinalizadores intracelulares, com consequente ativação de fatores de 
transcrição, como NF-κB e AP-1 (do inglês, Activation Protein-1) para a 
expressão de NOS-2. 
As enzimas NOS-1 e NOS-3 são denominadas enzimas 
constitutivas, ou seja, estão presentes em condições fisiológicas. Essa 
classe de isoformas é dependente de cálcio/calmodulina e libera NO em 
pequenas quantidades (na faixa de nanomolar) e por curtos períodos de 
tempo (segundos a minutos), em resposta à ativação de receptores ou 
por estímulos físicos. A NOS-2 por sua vez, é induzida por citocinas ou 
combinação destas com componentes bacterianos tais como o LPS. Essa 
enzima requer concentração nanomolar de cálcio (100 nM, concentração 
equivalente ao nível basal intracelular) para o seu funcionamento e por 
isso é classificada como sendo independente de cálcio. A NOS-2 produz 
e libera grandes quantidades de NO (na ordem de micromolar), durante 
longos períodos. Os efeitos do NO produzido por essa isoforma 
geralmente estão associados aos efeitos citotóxicos e às ações que 
promovem efeitos patológicos. 
A regulação da atividade das NO sintases está relacionada a 
diferentes mecanismos pós-traducionais, incluindo dimerização da 
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proteína, fosforilação de sítios da proteína, ligações de cofatores, além 
da biodisponibilidade de O2 e da L-arginina (FLEMING e BUSSE, 
1999; AKTAN, 2004). 
A produção endógena de NO é um importante fator no controle 
do tônus vascular (MONCADA et al., 1991). Além disso, o NO 
desempenha um importante papel em vários processos fisiológicos e 
fisiopatológicos como neurotransmissão, controle da pressão arterial, 
inibição da agregação plaquetária e respostas imunológicas em 
diferentes células e tecidos (REES et al., 1989; MONCADA e HIGGS, 
1993; WHITTLE, 1995). 
Os efeitos do NO podem ser categorizados como efeitos diretos e 
indiretos (WINK e MITCHELL, 1998). Os efeitos diretos do NO 
envolvem a interação direta deste radical livre com outros ligantes, 
como complexos metálicos, sendo o maior exemplo o grupamento 
heme. Esta reação geralmente requer baixas concentrações de NO e 
sugere-se que seja responsável pelos efeitos fisiológicos deste composto. 
Efeitos indiretos, decorrem da produção de compostos intermediários, 
geralmente derivados da interação de altas concentrações de NO com 
oxigênio e superóxido. Os efeitos indiretos são consequência do estresse 
nitrosativo e estresse oxidativo causados por estes compostos 
intermediários, sendo considerados os responsáveis pelos efeitos 
patológicos do NO (MIRANDA et al., 2000; WINK et al., 2000). 
Dessa forma, dependendo da concentração e do local de produção 
do NO, efeitos paradoxais podem ocorrer. Por exemplo, o NO liga-se 
diretamente ao grupo heme da guanilato ciclase ativando esta enzima. 
Através de um processo similar o NO pode se ligar ao citocromo P450 e 
quando em alta concentração, como ocorre na sepse, inibe as enzimas 
(WINK et al., 1993). O NO pode também competir de maneira 
reversível com o oxigênio pelo sítio de ligação da citocromo c oxidase 
durante a respiração celular possivelmente controlando a enzima, no 
entanto, altas concentrações de NO combinadas com alta concentração 
de superóxido podem gerar espécies reativas do oxigênio que estão 
implicadas na toxicidade mitocondrial e na morte celular (CLEETER et 
al., 1994; MONCADA e ERUSALIMSKY, 2002). 
Existe um número substancial de evidências indicando que o NO 
é um importante efetor na sepse e no choque séptico (FLEMING et al., 
1991; FEIHL et al., 2001). As primeiras evidências de que o NO teria 
um envolvimento na fisiopatologia da sepse vieram com a observação 
de níveis elevados de nitrato e nitrito em pacientes sépticos (OCHOA et 
al., 1991; EVANS et al., 1993). Vários sintomas dessa condição são 
atenuados com o uso de inibidores das NOS, o que evidencia a 
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relevância do NO derivado da NOS-2 no choque séptico. Há trabalhos 
mostrando que os inibidores de NOS normalizam a queda da pressão 
arterial (KILBOURN et al., 1990), aumentam a sobrevivência (WU et 
al., 1995) e atenuam a falência de múltiplos órgãos na sepse 
experimental em ratos (WU et al., 1996). O papel do NO derivado da 
NOS-2 na sepse foi reforçado ainda pela demonstração de que 
camundongos knockout para o gene da NOS-2 respondem melhor a 
vasoconstritores e apresentam menor mortalidade em modelos 
relevantes de sepse (para revisão ver KILBOURN, 1997). Há, portanto, 
uma grande quantidade de dados implicando o NO como um mediador 
chave na disfunção cardiovascular durante a sepse e choque séptico 
(para revisão ver FERNANDES e ASSREUY, 2008). 
Levando-se em consideração os já bem conhecidos efeitos do NO 
na pressão arterial e na reatividade vascular na sepse, o uso de inibidores 
da NOS-2 para o tratamento do choque séptico parecia ser uma opção 
correta e fadada ao sucesso (AVONTUUR et al., 1998). De posse do 
conhecimento reunido ao longo dos anos, foi possível antecipar que a 
inibição da NOS-2 iria bloquear a capacidade do hospedeiro em 
combater a infecção subjacente, já que o NO é uma das principais armas 
empregadas pelas células de defesa (NATHAN e SHILOH, 2000). 
Outro importante problema em lidar com a inibição da NOS-2 na sepse 
e no choque séptico é que todos os inibidores das NOS testados até 
agora no ambiente clínico não são suficientemente seletivos para esta 
isoforma. Esta foi precisamente a razão porque um estudo de Fase III 
com um inibidor de NOS em sepse humana teve que ser interrompido 
antes do término, já que a mortalidade aumentou no grupo de pacientes 
que receberam o inibidor (LOPEZ et al., 2004).  
 
1.3.1 Óxido nítrico e reatividade vascular 
 
O tônus vascular e, portanto, a pressão sanguínea, é determinada 
principalmente pela contratilidade das células do músculo liso vascular 
na parede dos vasos, as quais por sua vez, são reguladas pela sua 
concentração intracelular de cálcio. A concentração de cálcio pode ser 
regulada por alterações no potencial de repouso da membrana, 
induzindo a abertura de canais de cálcio voltagem-dependente e influxo 
de cálcio extracelular da célula muscular lisa ou por ativação de 
receptores específicos da membrana celular através de ligantes tais 
como catecolaminas, angiotensina II e endotelina I (OGUT et al., 2003). 
O cálcio se liga à calmodulina, formando um complexo capaz de ativar a 
miosina de cadeia leve quinase (MLCK, do inglês, Myosin Light Chain 
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Kinase), a enzima responsável pela fosforilação das cadeias leves de 
miosina (cadeias regulatórias). Assim, quando a cadeia regulatória é 
fosforilada, as cabeças de miosina são capazes de se ligar 
repetitivamente aos filamentos de actina, promovendo a contração 
(HOROWITZ et al., 1996). 
Por outro lado, o relaxamento ocorre em consequência da 
diminuição do cálcio intracelular, reduzindo a fosforilação da cadeia 
leve de miosina (MLC) pela miosina fosfatase. Diversos vasodilatadores 
agem sobre os níveis de adenosina 3',5'-monofosfato cíclico (AMPc) e 
de guanosina 3’,5’-monofosfato cíclico (GMPc), os quais ativam 
respectivamente a proteína quinase A (PKA) e a proteína quinase G 
(PKG). A PKA e a PKG fosforilam e inativam a MLCK, favorecendo a 
perda do tônus muscular. Além dos estímulos químicos, existe ainda um 
importante estímulo físico, o shear stress, ou estresse de cisalhamento, 
que corresponde à força que o fluxo sanguíneo exerce nas células 
endoteliais e que gera a síntese e liberação de mediadores relaxantes 
vasculares (MATLUNG et al., 2009). O endotélio relaxa a musculatura 
lisa vascular por meio de três mediadores principais: o NO 
(HUTCHINSON et al., 1987; IGNARRO et al., 1987; PALMER et al., 
1987; FURCHGOTT, 1993), a prostaciclina (MONCADA et al., 1976) e 
o fator hiperpolarizante derivado do endotélio  (FELETOU & 
VANHOUTTE, 1988). 
O NO encontra-se entre os mediadores locais liberados no 
ambiente onde a célula do músculo liso está inserida, sendo considerado 
um importante regulador fisiológico do relaxamento do músculo liso 
vascular e não vascular. 
No caso do músculo liso vascular, o relaxamento induzido por 
NO ocorre basicamente por dois mecanismos distintos: a) o NO pode 
abrir canais de potássio no músculo liso vascular, o que reduz o 
potencial de membrana, hiperpolariza a célula e fecha os canais de 
cálcio, assim reduzindo o cálcio intracelular e levando à vasodilatação; 
b) o NO pode ativar a guanilato ciclase solúvel (sGC), aumentando a 
produção de monofosfato cíclico de guanosina (cGMP) na célula e 
ativando a proteína quinase G (LUCAS et al., 2000). A PKG por sua vez 
gera relaxamento por reduzir a concentração de cálcio intracelular, ou 
por defosforilar a cadeia leve da miosina, o que pode ocorrer por 
ativação de fosfatases ou pela manutenção da MLCK em uma forma 
fosforilada que não é passível de ativação pelo complexo cálcio-
calmodulina (BEAVO e BRUNTON, 2002). 
Os mecanismos clássicos pelos quais o NO produz relaxamento 
vascular já foram, de certo modo, bem descritos durante a sepse. A 
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ativação excessiva da via NO-sGC-cGMP foi demonstrada pelo 
aumento da expressão da sGC e consequente produção de cGMP, 
principalmente nas fases tardias da sepse. A inibição da sGC melhorou a 
resposta a agentes vasoconstritores (FERNANDES et al., 2006; 
FERNANDES et al., 2009). Foi demonstrado que o cGMP produzido 
via NO derivado da NOS-2, inibe a via Rho-A/Rho-quinase, 
prejudicando a fosforilação da miosina fosfatase e consequentemente 
reduzindo a contratilidade vascular (SILVA-SANTOS et al., 2009). 
Devido a correlação entre a sepse e a hiporreatividade a 
vasoconstritores, a comunidade científica têm investigado 
exaustivamente os mecanismos envolvidos neste evento vascular, 
principalmente através da utilização de modelos experimentais com 
LPS. Assim, a hiporreatividade a vasoconstritores tem sido observada 
em vasos expostos ao LPS e em vasos obtidos de animais 
endotoxêmicos (JULOU-SCHAEFFER et al., 1990; HO et al., 1996). 
Similarmente, a administração de LPS em ratos anestesiados causa 
significativa redução da resposta vasoconstritora e, consequente queda 
da pressão arterial (SZABO et al., 1993). Outros estudos mostram que o 
LPS reduz a resposta contrátil à noradrenalina (JULOU-SCHAEFFER et 
al., 1990), ao U46619, ao cloreto de potássio (UENO e LEE, 1993), à 
fenilefrina (HO et al., 1996), entre outros agonistas. Outrossim, na sepse 
avaliada através do modelo de CLP, estão presentes a hiporreatividade a 
agentes constritores (fenilefrina, serotonina e altas concentrações de K+) 
e a hiper-reatividade a agentes vasodilatadores (acetilcolina e trinitrato 
de glicerila) em artéria mesentérica (CHEN et al., 1994). Vários 
trabalhos demonstraram que esta hiporreatividade a vasoconstritores 
mediada pelo LPS é decorrente da expressão de NOS-2 e da acentuada 
produção de NO (SZABO et al., 1993). A artéria mesentérica superior, 
renal, hepática e coronária são alguns exemplos de diferentes segmentos 
vasculares, nos quais a expressão da NOS-2 e as modificações da 
reatividade estão associadas ao LPS e ao NO (PIEPOT et al., 2002). Por 
outro lado, a hiporreatividade deflagrada pelo LPS e, concomitante 
expressão de NOS-2, também estão presentes no leito venoso 
(VAYSSETTES-COURCHAY et al., 2003). No entanto, durante o 
choque séptico os vasos pertencentes a microcirculação (arteríolas, 
vênulas e capilares) são os mais afetados (HINSHAW, 1996). 
Em estudo do decurso temporal, a hiporreatividade às 
catecolaminas causada pelo LPS revelou duas fases distintas: a fase 
inicial (até uma hora após o LPS) e a fase tardia (pelo menos 5 horas 
após o LPS). Em ambas as fases existe a participação do NO, sendo que 
na fase inicial o NO é liberado pelo endotélio e na fase tardia o NO é 
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produzido em grande quantidade no músculo liso, resultante da 
expressão da NOS-2 (PAYA et al., 1995). 
O papel do endotélio na manutenção das funções cardiovasculares 
basais fisiológicas tem sido muito bem investigado desde a publicação 
seminal de Furchgott em 1980. Entretanto, em situação anormais, como 
a sepse, células do músculo liso vascular passam a contribuir para o 
estado de hipotensão arterial observada neste quadro. Em 1992, Geng e 
colaboradores demonstraram que células de cultura primária de músculo 
liso vascular respondiam à estimulação com interferon-gama (IFN-γ) e 
TNF-α produzindo concentrações significativas de NO, evidenciando 
que estas células além de serem alvo do NO produzido pelas células 
endoteliais, são também fontes geradoras de NO. 
O efeito restaurador da capacidade contrátil dos vasos em 
consequência da inibição da NOS pode ser visto mesmo em vasos que 
tiveram o endotélio removido, indicando que a administração de 
endotoxina pode induzir alta expressão de NOS-2 em células do 
músculo liso vascular, com prejuízo da resposta contrátil (MCKENNA, 
1986; JULOU-SCHAEFFER et al., 1990). Nesse sentido, Zhang e 
colaboradores (1999) sugeriram que a camada adventícia, composta de 
células do músculo liso e fibroblastos, em adição ao endotélio, é uma 
fonte potencial de NOS-2. 
 
1.4 HIPÓTESE DE TRABALHO 
 
Dados prévios do nosso laboratório mostraram que o FPR2/ALX 
tem a sua expressão aumentada nos tecidos pulmonares de animais 
sépticos e a sua ativação resulta em um efeito terapêutico devido ao 
controle da inflamação exacerbada. A disfunção cardiovascular é um 
importante componente para a morbidade e mortalidade na sepse, tanto 
quanto a resposta inflamatória. Embora a expressão do FPR2/ALX tenha 
sido observada em células do músculo liso vascular, o seu papel na 
reatividade vascular em condições inflamatórias não foi avaliado. Nesse 
contexto, a hipótese do presente trabalho é a de que a ativação do 
receptor FPR2/ALX previne a hiporreatividade a vasoconstritores 







1.5.1 Objetivo geral 
 
Avaliar o envolvimento do receptor FPR2/ALX nas alterações 
vasculares induzidas por LPS e sepse. 
 
1.5.2 Objetivos específicos 
 
a) Avaliação da expressão do receptor FPR2/ALX em células do 
músculo liso vascular (células da linhagem A7r5 e aortas torácicas de 
camundongos); 
b) Avaliação do efeito da ativação e/ou bloqueio do receptor 
FPR2/ALX sobre a expressão da enzima NOS-2 em células do músculo 
liso vascular; 
c) Avaliação do efeito da ativação e/ou bloqueio do receptor 
FPR2/ALX sobre a produção de NO em células do músculo liso 
vascular; 
d) Avaliação do efeito da ativação e/ou bloqueio do receptor 
FPR2/ALX na hiporreatividade a fenilefrina causada por LPS em anéis 
de aorta de camundongos; 
e) Avaliação do efeito da ativação do receptor FPR2/ALX na 
hiporreatividade a fenilefrina causada pela sepse no modelo de sepse 
induzida por pneumonia; 
f)  Avaliação do efeito da ativação do receptor FPR2/ALX na 
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a b s t r a c t
The formylpeptide receptor 2 (FPR2/ALX) is a very promiscuous receptor, utilized by lipid and protein
ligands that trigger pro- or anti-inflammatory responses. FPR2/ALX expression is increased in lung
tissues of septic animals and its activation has a beneficial therapeutic effect by controlling exacerbated
inflammation. Although FPR2/ALX expression was observed in vascular smooth muscle cells, its role in
vascular reactivity in inflammatory conditions has not been studied. In this study, we report that LPS
increases FPR2/ALX expression in vascular smooth muscle cells (A7r5 cells) and aorta tissue, and that the
selective agonist WKYMVm reverses LPS-induced vascular hyporeactivity in mouse aorta rings. Mice
bearing pneumosepsis by Klebsiella pneumoniae and treated with WKYMVm recovered the reactivity to
vasoconstrictors and the survival improved by 40%. As for the mechanisms involved, FPR2/ALX activation
decreases NO production in LPS-stimulated cells and aorta, but it does not seem involve the regulation of
NOS-2 expression. The molecular mechanism by which the peptide inhibits NO production still needs to
be elucidated, but our data suggests an important role for NO in the WKYMVm beneficial effect observed
in LPS injury and sepsis. In conclusion, our data suggest, for the first time, that a receptor, primarily
described as a mediator of immune responses, may have an important role in the vascular dysfunctions
observed in sepsis and may be a possible target for new therapeutic interventions.
& 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
Sepsis often progresses to septic shock, which is the result of a
hemodynamic derangement that occurs in the presence of infectious
agents and inflammatory mediators in the bloodstream (Hollenberg
et al., 2004). Although many patients die in the early stages of the
disease, in a large number of cases, these hemodynamic changes
gradually progress to a hypodynamic state, a late stage of shock
characterized by low peripheral vascular resistance and hyporeactiv-
ity to vasoconstrictors. In these cases, the patients often die due to
hypotension refractory to pharmacological treatment, multiple organ
failure, and/or myocardial dysfunction (Parrillo, 1993).
The formylpeptide receptor 2 (FPR2/ALX) belongs to the G
protein-coupled receptors family. Its activation can result in
powerful pro- or anti-inflammatory responses. FPR2/ALX is an hig-
hly versatile receptor that can interact with structurally different
agonists, including small proteins, peptides, and synthetic mole-
cules such as serum amyloid A protein, lipid mediator lipoxin A4,
and Quin-C1 compound (Chiang et al., 2006; He et al., 2003;
Nanamori et al., 2004). The binding of different molecules to the
receptor occurs with different affinities and at different binding
sites, which leads to the activation of distinctive signaling path-
ways (Bae et al., 2003). Recently, our group demonstrated that
FPR2/ALX expression was increased in the lungs and in the cells of
bronchoalveolar lavage of septic animals and that lipoxin A4 tre-
atment reduced the mortality by decreasing the excessive inflam-
matory response (Sordi et al., 2013a). These data suggest an
important role for FPR2/ALX in sepsis, although no major cardio-
vascular parameter was evaluated.
There is very little evidence of FPR2/ALX involvement in blood
vessel function. It was demonstrated that lipoxin A4 has a direct
effect on vascular tonus regulation and promotes the lowering of
blood pressure by releasing nitric oxide (NO) in an endothelium-
dependent manner (von der Weid et al., 2004). Furthermore, the
activation of FPR2/ALX by its selective peptide agonist, WKYMVm,
induces endothelium-dependent relaxation in the human omental
vein (Berkestedt et al., 2008). Nevertheless, these studies were
performed in the absence of an inflammatory stimulus and the
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role of vascular FPR2/ALX in conditions like sepsis has not been
investigated.
Thus, the aim of this study was to investigate the possible
involvement of FPR2/ALX in the vascular changes observed during
lipopolysaccharide injury and sepsis.
2. Materials and methods
2.1. Materials
The following materials were used in this study: lipopolysac-
charide (LPS) from Escherichia coli (serotype 0111:B4), penicillin–
streptomycin, 1400W and phenylephrine chloride were purchased
from Sigma Chemical, Co. (St Louis, MO). Interferon-gamma (IFN-
γ) was purchased from Chemicon (Danvers, MA), Dulbecco's mod-
ified Eagle's medium (DMEM) from Gibco-BRL (Grand Island, NY),
fetal bovine serum (FBS) from Hyclone (Logan, UT) and ketamine
from Parke-Davis (São Paulo, SP, Brazil). WKYMVm-NH2 and
WRW4 were purchased from American Peptide Company, Inc.
(Sunnyvale, CA, USA). All compounds were dissolved in sterile PBS
except WRW4, which was prepared as a concentrated stock
solution in dimethylsulfoxide.
2.2. Animals
All procedures used in this report have been approved by
Universidade Federal de Santa Catarina Institutional Committee
for Animal Use in Research and are in accordance to the Brazilian
Government Guidelines for Animal Use in Research (CONCEA). We
used male Swiss mice (weighing 45–50 g) provided by the Uni-
versity stock colony. Animals were kept under standard laboratory
conditions, with temperature (2372 1C), light-controlled room
(12-h light/dark cycle), and free access to water and food.
2.3. A7r5 cell culture
Rat vascular smooth muscle cell (VSMC) line A7r5 (ATCCs CRL-
1444) purchased from Rio de Janeiro Cell Bank was cultured in
DMEM containing 10% FBS and 1% antibiotics in a 5% CO2 incubator
at 37 1C. The routine sub-culturing procedure involved removing
the cells by using buffered trypsin and plating them at a density of
35,000 cells/cm2. Viability was assessed after each experiment by
using trypan blue exclusion.
2.4. Measurement of nitrite
A7r5 cells were plated onto 96-well plate (4"104 cells/well).
After that, cells were stimulated with LPS (1 μg/ml)/IFN-γ (200 U/
ml) and WKYMVm (1 μM) was added to the culture medium 4 or
12 h after stimulus. Non-stimulated cells were used as control.
Following 48 h of cell culture, 100 μl of the culture supernatant
was mixed with an equal volume of Griess reagent (0.1% naphthyl-
ethylenediamine, 1% sulfanilamide, and 2.5% phosphoric acid) for
nitrite measurement. Absorbance was measured at 540 nm by using
a calibration curve with sodium nitrite standards.
2.5. Measurement of NO in aorta rings
Mice aortic rings were isolated and incubated for 10 h at 37 1C in
a sterile atmosphere containing 5% CO2 in DMEM containing 2% FBS
and antibiotics (1%) in the absence or presence of LPS (10 μg/ml). To
measure intracellular nitric oxide (NO) production, the membrane-
permeable fluorescent indicator 4-amino-5-methylamino-20, 70-
difluorofluorescein diacetate (DAF-FM) was used. Briefly, aortic rings
were loaded with 5 μM DAF-FM for 30 min at 37 1C. Following
washing, incubation with WKYMVm (10 μM) or 1400W (10 μM)
was performed for 30 min and the fluorescence was measured
every 5 min for 60 min at an excitation wavelength of 495 nm
and an emission wavelength of 515 nm using a plate reader (Mic-
roplate reader Infinite M200 PRO, Tecan Group Ltd., Männedorf,
Switzerland).
2.6. Western blotting of FPR2/ALX and NO synthase 2 (NOS-2)
Aortic tissues were quickly frozen in liquid nitrogen, homogenized
in ice-cold lysis buffer (50 mM Tris–HCl, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA,
50 mM NaF, 5% glycerol, 1% Triton X-100, 0.2 mM Na3VO4, 40 mM
beta-glycerophosphate containing 10 mg/ml each of aprotinin, leupep-
tin, soy bean trypsin inhibitor, and 1mM PMSF), centrifuged at
10,000g and the supernatant collected. A7r5 cells lysates were
prepared with 300 ml of the same lysis buffer. The BCA protein assay
kit was used to determine protein concentrations. Protein samples
(50 mg/well) were subjected to denaturing gel electrophoresis (SDS/
PAGE, 8% gel) and run in the Mini-PROTEANs Tetra cell apparatus
connected to a PowerPac™ HC power supply (both from Bio-Rad, CA,
USA). After electrophoresis, proteins were electro-transferred to nitro-
cellulose membranes (Hybond; Amersham Biosciences, NJ). Mem-
branes were blocked for 1 h at room temperature with 5% non-fat dry
milk (prepared in TBS-T buffer, pH 7.4; concentration in mmol/L: 20
Tris–HCl, 137 NaCl; and 0.1% Tween 20), and subjected to incubation
(overnight, at 4 1C) with primary antibodies against NOS-2 (1:1000,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), anti-FPR2 (1:500, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) or actin (1:25,000, Sigma-Aldrich).
Following washing, membranes were incubated with horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibodies (1:5000, Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ, USA) for 1 h at room temperature. The
membranes were exposed to HPR substrate (Thermo Fisher Scientific
Inc., Rockford, IL, USA) and immune complexes were visualized by
chemiluminescence using Chemidoc MP System (Bio-Rad Labora-
tories). Bands were quantified by densitometry using the software
from the manufacturer.
2.7. Mouse aorta ring preparation
Animals were killed by cervical dislocation, and the thoracic
aorta was immediately removed and placed in a recipient contain-
ing oxygenated Krebs solution at 37 1C. After removal of fat and
connective tissue, the aorta was cut into rings (3–4 mm in length),
which were transferred to organ baths (5 ml capacity) containing
modified Krebs–Ringer solution (pH 7.4; composition in mM: 118
NaCl; 4.7 KCl; 2.5 CaCl2; 1.1 MgSO4; 0.9 KH2PO4; 25 NaHCO3; 0.03
EDTA; and 11 D-glucose), warmed at 37 1C, and constantly bubbled
with a carbogenic mixture (95% O2/5% CO2). Endothelium was
removed from rings by gently rubbing the intimal surface. Lack of
an acetylcholine-induced relaxation was taken as evidence that
endothelial cells had been removed. Each ring was submitted to a
resting load of 0.5 g. A stabilization period of 60 min with changes
of Krebs solution every 15 min was observed before the start of the
experiment. The isometric tension was recorded using digital
polygraphs coupled to a computer running the software LabChart
v. 7.1 (both from AD Instruments, Castle Hill, Australia).
2.8. Blood pressure measurement
Under anesthesia with ketamine and xylazine (100 and 15 mg/kg,
respectively, supplemented at 45–60 min intervals), heparinized PE-
10 polyethylene catheters were inserted into the caudal vein for drug
injections and into the right carotid artery for recording of mean
arterial pressure (MAP). To prevent clotting, a bolus dose of heparin
(30 IU) was injected immediately after vein cannulation. Animals
were allowed to breathe spontaneously via a tracheal cannula. Body
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temperature was monitored by a rectal thermometer and maintained
at 3771 1C by means of a heating table. At the end of the
experiment, animals were sacrificed with anesthesia overdose. Blood
pressure data were recorded with a catheter pressure transducer
(Mikro-Tips, Millar Instruments, Inc., Houston, TX, USA) coupled to a
Powerlab 8/30 (AD Instruments Pty Ltd., Castle Hill, Australia).
Results were expressed as mean7S.E.M. of the peak changes in
MAP (as mmHg) relative to baseline, and recorded following admin-
istration of a given compound.
2.9. Bacterial inoculum and pneumosepsis induction
The bacterium used was Klebsiella pneumoniae – ATCCs
700603 (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA).
Pneumosepsis was induced as previously described (Sordi et al.,
2013b). Briefly, bacteria were made pathogenic by 10 passages in
C57-Bl6 mice. Before each experiment, individual aliquots were
washed twice with sterile Dulbecco's PBS (in mM: 137 NaCl,
2.7 KCl, 1.5 KH2PO4, and 8.1 NaHPO4; pH 7.4), suspended in Brain
Heart Infusion broth, and incubated for 18 h at 37 1C. The broth
was then centrifuged and the resultant pellet was washed twice
with sterile PBS. Bacterial concentration was determined by
measuring the absorbance at 600 nmand comparing it to values
of a standard curve. Mice were anesthetized with tribromoethanol
and ketamine (375/25 mg/kg, i.p.) and placed in supine position.
Under aseptic conditions, a 5-mm vertical incision was made in
the frontal neck, the trachea was identified, and 0.05 ml of either
sterile PBS (sham-inoculated) or bacterial suspension (pneumo-
sepsis) was injected into the trachea. Based on previous experi-
ments, the number of viable bacteria inoculated was 109 colony-
forming unit (CFU) (Sordi et al., 2013b). The skin was closed with
surgical suture. Animals received 30 ml/kg of sterile warm PBS
subcutaneously. Until recovery from anesthesia, animals were
maintained at 37 1C in their cages, after which they were housed
in a temperature- and light controlled room, as described above.
2.10. Experimental design
To perform Western blot analyses, A7r5 cells were plated onto
60 mm Petri dish (106 cells/dish). A7r5 cells were stimulated with
LPS (1 μg/ml)/IFN-γ (200 U/ml) for 24 h and FPR2/ALX expression
was analyzed. Non-stimulated cells were used as control. To
evaluate FPR2/ALX and NOS-2 expression in aortas, they were
exposed or not (vehicle) to LPS (10 mg/ml) in the presence or
absence of WKYMVm (10 mM) for 10 h and the proteins expression
was analyzed. For vascular reactivity studies, an in vitro experi-
mental protocol in thoracic aortas that mimics the hyporespon-
siveness to vasoconstrictors observed in vivo was used (da Silva-
Santos et al., 2002). Each endothelium-denuded aorta ring was
incubated with LPS (10 mg/ml) for 10 h, without washing, to induce
NOS-2 expression. Control groups were incubated with dexa-
methasone (0.1 μM) to inhibit NOS-2 expression caused by LPS
contamination in the Krebs buffer (Rees et al., 1990). At the end of
the incubation period, the preparations were washed several times
and a dose–response curve to phenylephrine was obtained. To
assess a WKYMVm effect, the peptide (10 mM) was added toge-
ther with LPS and left for 10 h in contact with the rings or it
was added 30 min before obtaining phenylephrine dose–respo-
nse curve. In another series, WRW4 (20 μM) was added 30 min
before WKYMVm. For survival experiments, WKYMVm (4 mg/kg)
or vehicle (PBS) was injected (s.c.) in mice 2, 14, 26, and 38 h after
K. pneumonia injection and survival rate was observed every 24 h
for 6 days. For blood pressure measurement, mice were sham-
inoculated or submitted to pneumosepsis as described above.
2 and 14 h after surgery, WKYMVm (4 mg/kg) or vehicle (PBS)
was injected (s.c.). 24 h after pneumosepsis induction, basal MAP
and changes induced by a randomized dose–response to pheny-
lephrine (10 and 30 nmol/kg) were obtained. Each dose of the
vasoconstrictor was given only when the pressor effect of the
preceding one had fully subsided.
2.11. Statistical analysis
Data are expressed as mean7S.E.M. of n animals (n value is
indicated in figure legends). The Student t test was used for
comparison between two groups and one- or two-way analysis
of variance (ANOVA) for multiple comparisons with the appro-
priate post-hoc test as indicated in the figure legends. Differences
in survival were determined with log rank test. A P value of less
than 0.05 was considered significant. Graphs were drawn and
statistical analyses were performed using GraphPad Prism version
6.0c for Mac software (San Diego, CA, USA).
3. Results
3.1. LPS increase FPR2/ALX expression in vascular smooth muscle
cells
FPR2/ALX expression was detected in A7r5 cells (Fig. 1) as well
as in mouse thoracic aortas (Fig. 2), and LPS exposure increased its
expression in both. WKYMVm treatment substantially reduced
LPS-induced increase in FPR2/ALX expression in mouse aorta
(Fig. 2).
3.2. WKYMVm reverses LPS-induced hyporeactivity to phenylephrine
through FPR2/ALX activation
Since FPR2/ALX expression in aortas and its modulation by LPS
were confirmed, we investigated the WKYMVm effect on LPS-
mediated hyporeactivity in mouse thoracic aorta rings (Fig. 3). As
Fig. 1. Effect of LPS on FPR2/ALX expression in vascular smooth muscle cells. A7r5
cells were exposed or not (vehicle) to LPS (1 mg/ml) and IFN-γ (200 U/ml) for 24 h
and FPR2/ALX expression was analyzed. Panel A: FPR2/ALX representative immu-
noelectrophoresis. Panel B: densitometry. Bars represent the mean7S.E.M., n¼3.
nPo0.05 compared to vehicle (Student t test).
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expected, after 10 h of exposure, LPS markedly depressed aorta
responsiveness to phenylephrine. When WKYMVm was added to
aorta rings concomitantly with LPS and left for the whole incuba-
tion time (10 h), the response was significantly different to that
with LPS alone. Interestingly, when WKYMVm was added only
30 min before phenylephrine it restored the ability to contract
upon phenylephrine addition, albeit the vasoconstrictor effect was
higher than in vehicle-incubated rings. WKYMVm did not change
the basal tonus or the responsiveness of control (that is, not
exposed to LPS) preparations to phenylephrine (data not shown).
To investigate whether the effect of WKYMVm in recovering
the ability of aorta rings to contract would be mediated by FPR2/
ALX, rings were pre-treated with WRW4, a FPR2/ALX selective
antagonist. As can be seen in Fig. 4, the protective effect of
WKYMVm towards the hyporeactivity to phenylephrine was lost
in the presence of WRW4. This result indicates that FPR2/ALX
activation is required for the protective effect of WKYMVm. WRW4
alone or its vehicle (DMSO) did not change the responsiveness of
control preparations to phenylephrine (data not shown).
3.3. WKYMVm restores pneumosepsis-induced hyporeactivity to
phenylephrine
The baseline values for MAP of sham (control group) and
pneumosepsis bearing animals 24 h after surgery are presented in
Fig. 5. Animals inoculated with K. pneumonia developed a signifi-
cant hypotension when compared with sham group (Fig. 5A). The
sepsis-induced hypotension was not affected by WKYMVm treat-
ment. Injection of increasing amounts of phenylephrine in septic
mice has shown that these animals developed an inability to
respond adequately to this stimulus when compared with sham
animals (black bars in Fig. 5B). When administered to mice 2 and
14 h after pneumosepsis induction, WKYMVm restored the respon-
siveness to phenylephrine (stripped bars in Fig. 5B). WKYMVm
did not affect phenylephrine response in sham animals (data
not shown).
3.4. WKYMVm inhibits LPS-induced NO production in mouse aorta
Rings of thoracic aorta were exposed to LPS and the production
of NO was evaluated using a fluorescent probe that detects NO
concentrations in the nanomolar range. LPS increased DAF fluor-
escence and the treatment with WKYMVm completely blocked NO
production. For comparison, a selective inhibitor of NOS-2, 1400W,
yielded the same result (Fig. 6). WKYMVm alone did not change
NO synthesis compared to vehicle group (data not shown).
3.5. WKYMVm treatment decreases NO production in A7r5 cells
Cell activation with LPS/IFN-γ induced the production of large
amounts of nitrite, the stable metabolite of NO. When WKYMVm
treatment was performed early (4 h) after cell activation with LPS/
IFN-γ, a decrease in nitrite accumulation was observed (Fig. 7A). In
sharp contrast, when WKYMVm was added late (12 h), no change
in nitrite production was observed (Fig. 7B).
Fig. 2. Effect of LPS on FPR2/ALX expression in mouse thoracic aortas. Mouse aorta
rings were exposed or not (vehicle) to LPS (10 mg/ml) in the presence or absence of
WKYMVm (10 mM) for 10 h and FPR2/ALX expression was analyzed. Panel A: FPR2/
ALX representative immunoelectrophoresis. Panel B: densitometry. Bars represent
the mean7S.E.M., n¼4. nPo0.05 compared to vehicle; #Po0.05 compared to LPS
(one-way ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test).
Fig. 3. Effect of WKYMVm on contractions induced by phenylephrine in mouse
aorta rings without endothelium. The rings were exposed or not (vehicle; circles) to
LPS (10 mg/ml; filled circles) for 10 h. WKYMVm (10 mM) was added to organ baths
10 h (triangles) or 30 min (squares) before the evaluation of vessel reactivity to
phenylephrine. Each point represents the mean7S.E.M., n¼5. nPo0.05 compared
to vehicle; # and &Po0.05 compared to LPS (two-way ANOVA followed by
Bonferroni post-hoc test).
Fig. 4. Effect of WRW4 on contractions induced by phenylephrine in mouse aorta
rings without endothelium. The rings were exposed or not (vehicle; circles) to LPS
(10 mg/ml; filled circles) for 10 h. WRW4 (20 mM; triangles) was added to the organ
baths 30 min before WKYMVm (10 mM; squares), which in turn was added 30 min
before the evaluation of reactivity to phenylephrine. Each point represents the
mean7S.E.M., n¼4–5. *Po0.05 compared to vehicle; #Po0.05 compared to LPS
and &Po0.05 compared to LPSþWKYMVm group (two-way ANOVA followed by
Bonferroni post-hoc test).
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3.6. WKYMVm does not alter NOS-2 expression in mouse aortas
Western blot and densitometry analysis showed that NOS-2
protein levels were barely detectable in control aortas, but
increased 10 h after LPS exposure (Fig. 8). Aortas rings incubated
with LPS in the presence or absence of WKYMVm expressed NOS-
2 in the same levels as tissue incubated with LPS only.
3.7. WKYMVm reduces mortality in animals bearing pneumosepsis
Sepsis-induced pneumonia was performed in mice and their
survival was monitored for up to 6 days (Fig. 9). Mortality by
pneumosepsis was 60% within 96 h but the treatment with
WKYMVm dramatically increased the survival. In sham groups
(vehicle and WKYMVm) the survival was 100% (data not shown).
4. Discussion
The main findings of the present work are as follows: i) LPS
increased FPR2/ALX expression in vascular smooth muscle cells but
the simultaneous presence of the agonist peptide WKYMVm reduced
this LPS effect; ii) WKYMVm reversed the vascular hyporeactivity to
Fig. 6. Effect of WKYMVm on LPS-induced NO production in mouse aorta rings
without endothelium. The aortas were exposed or not (vehicle) to LPS (10 mg/ml)
for 10 h. WKYMVm (10 mM) was added 30 min before NO detection by using DAF-
FM DA probe. 1400W (10 mM) was added 15 min before NO detection. Each bar
represents the mean7S.E.M., n¼3. nPo0.05 compared to vehicle; #Po0.05
compared to LPS (one-way ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test).
Fig. 7. Effect of WKYMVm on LPS-induced nitrite production in vascular smooth
muscle cells. A7r5 cells were exposed or not (vehicle) to LPS (1 mg/ml) and IFN-γ
(200 U/ml) for 48 h. WKYMVm (1 mM) was added to cells 4 h (Panel A) or 12 h
(Panel B) after LPS/IFN. Nitrite in the supernatant was detected using the Griess
reagent. The bars represent the mean7S.E.M., n¼3. nPo0.05 compared to vehicle
and #Po0.05 compared to LPS (one-way ANOVA followed by Bonferroni post-
hoc test).
Fig. 8. Effect of WKYMVm on LPS-induced NOS-2 expression in mouse aortas. The
aorta was exposed or not (vehicle) to LPS (10 mg/ml) in the presence or absence of
WKYMVm (10 mM) for 10 h and NOS-2 expression was investigated. Panel A: NOS-2
representative immunoelectrophoresis. Panel B: relative density of NOS-2. Band
intensities were quantified by densitometry and are indicated as a percentage
change relative to that of the LPS-stimulated group (100%). Bar represent the
mean7S.E.M., n¼4.
Fig. 5. Effect of WKYMVm on cardiovascular dysfunction in mice inoculated with
K.. Mice received 109 CFU of K. pneumoniae intratracheally (PS) and WKYMVm
(4 mg/kg) or vehicle (PBS) were injected subcutaneously 2 and 14 h after bacterial
instillation. 24 h after inoculation, mean arterial pressure (Panel A) and pheny-
lephrine response (10 and 30 nmol/kg; i.v.; Panel B) were evaluated. Treated and
non-treated sham-operated animals were evaluated at 24 h and because there was
no difference among them, they are presented as one group (control). Each bar
represents the mean7S.E.M., n¼3–5 per group. nPo0.05 compared to control
group and #Po0.05 compared to PS (one-way ANOVA followed by Bonferroni post-
hoc test).
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phenylephrine in vitro and in vivo; iii) WKYMVm reduced LPS-
induced NO production; and iv) animals bearing pneumosepsis and
treated with WKYMVm survived substantially more.
Besides its expression in immune cells such as macrophages
and neutrophils, FPR2/ALX receptors have been found in epithelial
cells, endothelial cells, microglia, salivary glands, cornea, spleen,
lung and vascular smooth muscle (Bonnans et al., 2007; Chiang
et al., 2006; Levy et al., 2002; Migeotte et al., 2006; Nelson et al.,
2014; Wilson et al., 2008). In the present report it is shown that
FPR2/ALX receptor is constitutively expressed in VSMC and that
LPS increased its expression in both the cell line A7r5 and mouse
aorta. So far, LPS has been shown to increase FPR2/ALX expression
in microglia (Cui et al., 2002) and in microvascular endothelial
cells (Mou et al., 2012).
An interesting finding that suggests that FPR2/ALX is biologi-
cally active in mouse aorta (and presumably in the rest of the
vasculature as well) was the blocking effect caused by the agonist
peptide WKYMVm on LPS-induced FPR2/ALX expression. FPR2/
ALX is a G protein-coupled receptor and as such, following
interaction with agonists, undergoes internalization mediated by
clathrin and dynamin-dependent endocytosis, after which it is
slowly recycled (Ernst et al., 2004; Huet et al., 2007).
Sepsis is known to induce a profound vascular dysfunction
(reviewed in Assreuy (2006)). Previous results from our laboratory
showed that there was a substantial increase in lipoxin A4 levels (a
FPR2/ALX agonist) during sepsis (Sordi et al., 2013a) and that
pneumosepsis induced hypotension and hyporeactivity to vaso-
constrictors (Sordi et al., 2013b). Therefore, having confirmed the
presence of FPR2/ALX expression in VSMC and in mouse aorta and
its modulation by LPS, we proceeded with functional tests to
evaluate the role of FPR2/ALX in the vascular reactivity. Our data
show that indeed LPS induced a substantial hyporeactivity to
phenylephrine and that the simultaneous presence of WKYMVm
during the 10-h incubation partially blocked the LPS effect.
Surprisingly, WKYMVm added 30 min before the assay to obtain
phenylephrine dose–response curves (and thus 10 h after stimula-
tion with LPS), not only reversed the hyporeactivity to vasocon-
strictor but improved phenylephrine contraction. We do not have
a clear explanation for these findings but it is possible that the
observed decrease in FPR2/ALX receptor expression in the con-
tinuous presence of its agonist may be caused by receptor inter-
nalization, following its binding to the agonist. If this holds true, it
may be that FPR2/ALX seems to be one important component in
LPS-induced vascular dysfunction. However, the very potent effect
of WKYMVm on reversing LPS-induced hyporeactivity to pheny-
lephrine when added immediately before the contraction experi-
ments suggests that FPR2/ALX is acting in more than one way to
counteract LPS-induced hyporeactivity. This set of results suggests
that i) FPR2/ALX is indeed relevant to vascular dysfunction and
ii) FPR2/ALX stimulation with agonist can acutely reverse the
hyporeactivity to phenylephrine. That the WKYMVm beneficial
effect on LPS-induced hyporeactivity was indeed a receptor-
mediated event was confirmed by showing that WRW4, a peptide
antagonist to FPR2/ALX, fully restored the LPS-induced loss in
phenylephrine response. Thus so far, our data show that FPR2/ALX
is constitutively expressed in vascular cells and tissue, that LPS
increases its expression, that its stimulation with agonist reduces
LPS-induced hyporeactivity to phenylephrine and that FPR2/ALX
antagonist block this beneficial effect.
Some studies demonstrate that FPR2/ALX activation promotes
endothelium-dependent relaxation (Berkestedt et al., 2008; Lefer
et al., 1988; von der Weid et al., 2004). Some relevant points may
help explain this difference concerning our findings. First, we
evaluated the vascular reactivity to vasoconstrictor in endoth-
elium-denuded mouse aortic rings since endothelial cells express
FPR2/ALX (Koczulla et al., 2003) and we were interested in studying
the receptor in the smooth muscle layer. Second, von der Weid et al.
(2004) study was conducted using a lipid agonist, lipoxin A4,
whereas in the present work a peptide agonist was used and it is
well known that peptide and lipid agonists have distinct effects on
FPR2/ALX (reviewed in Cattaneo et al. (2013)). Lastly and mostly
important, in the present report the effect of FPR2/ALX activation on
vascular reactivity was evaluated in an inflammatory context.
One important observation was that the protective cardiovas-
cular effect of FPR2/ALX was evident in the whole animal.
Although WKYMVm did not change the hypotension of late sepsis,
it had a profound impact on the hyporesponsiveness to the
vasoconstrictor. Hypotension and hyporesponsiveness to vasocon-
strictors are markers of vascular dysfunction in sepsis and septic
shock (O’Brien et al., 2007; Fernandes and Assreuy, 2008) and
hypotension associated with vascular hyporeactivity is a signifi-
cant and independent prognostic factor of mortality (Bernardin
et al., 1996). Therefore, the protective role of a classical inflamma-
tory receptor in the vascular dysfunction of sepsis may open new
avenues for the discovery of alternatives to deal with this impor-
tant aspect of the disease.
It is very well described and accepted that NO is a crucial
element in the cardiovascular dysfunction seen in animals injected
with LPS or subjected to sepsis models (reviewed in Fernandes and
Assreuy (2008)). Based on the results obtained in the present report,
the next logical step was to examine the effect of WKYMVm on
NOS-2 expression and NO production. FPR2/ALX activation with the
agonist peptide early after A7r5 cell line stimulation (4 h after LPS)
reduced nitrite accumulation in culture medium whereas its late
addition (12 h after LPS) was without effect. This finding could
indicate that FPR2/ALX stimulation was interfering with an early
signal for NOS-2 expression. However, WKYMVm failed to block
LPS-induced NOS-2 expression in aorta rings. Notwithstanding the
fact that FPR2/ALX activation does not inhibit NOS-2 expression, it
seems that the enzyme activity is affected. In aorta rings, FPR2/ALX
activation reduced NO production, assessed by DAF fluorescence.
The inhibitory effect on NOS-2 activity (and presumably on NO
production) would explain the “higher than control” phenylephrine
contraction seen in Figs. 3 and 4, reminiscent of this effect seenwith
NOS inhibitors (see for example, Adeagbo and Triggle (1993)).
WKYMVm binds to FPR2/ALX with high affinity and triggers several
signal transduction pathways (reviewed in Cattaneo et al. (2013)). It
remains to be studied by which mechanisms FPR2/ALX activation is
interfering with NOS-2 activity.
Cardiovascular dysfunction is an important component to
morbidity and mortality in sepsis, as well as the inflammatory
response (reviewed in Angus and van der Poll (2013)). The
importance of FPR2/ALX in the outcome of sepsis is clearly seen
in our last figure. The activation of the receptor has a profound
Fig. 9. Treatment with WKYMVm increases survival in an experimental model of
pneumosepsis. WKYMVm (4 mg/kg; filled circles) or vehicle (open circles) was
injected subcutaneously 2, 14, 26, and 38 h after K. pneumonia intratracheal
inoculation (109 CFU/mouse) and survival rate was recorded every 24 h. Statistical
analysis was performed using log-rank test. nPo0.05, n¼10 per group.
V.V. Horewicz et al. / European Journal of Pharmacology 746 (2015) 267–273272
	  
impact in the mortality in a model of sepsis. Although part of the
protective effect may be ascribed to the anti-inflammatory effects
consequent to FPR2/ALX stimulation (Kim et al., 2010), the present
results provide evidence that the protective role of FPR2/ALX
activation in sepsis can be expanded to the cardiovascular system
as well. FPR2/ALX activation substantially reduced that vascular
dysfunction and improved the survival of animals bearing pneu-
mosepsis. It is conceivable that the linking between the beneficial
effect of FPR2/ALX stimulation in both the inflammatory and
cardiovascular derangements of sepsis shall be the interference
with NOS-2 activity. Although the molecular mechanism by which
WKYMVm stimulation of FPR2/ALX inhibits NO production still
needs to be elucidated, our data suggest an important role for NO
in the WKYMVm beneficial effect observed in LPS injury and
pneumosepsis.
5. Conclusion
In conclusion, our data suggest that a receptor primarily
described as a mediator of immune responses may have an
important role in the vascular dysfunction observed in sepsis
and may be a possible target for new therapeutic interventions.
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Devido aos estudos clássicos que demonstraram que o 
grupamento N-formil presente em bactérias e mitocôndrias é, em grande 
parte, responsável pela quimiotaxia de fagócitos (HARRIS, 1954), a 
imensa maioria dos estudos científicos sobre a família de receptores 
FPR abordam a sua atividade modulatória sobre o tráfego leucocitário 
para os sítios de infecção ou dano tecidual. Entretanto, nos últimos 15 
anos, dados de vários grupos de pesquisa indicam que esses receptores 
possam operar em outros sistemas além do imunológico. Além de serem 
expressos em células do sistema imune como macrófagos e neutrófilos, 
os receptores FPR2/ALX já foram descritos em células epiteliais, 
endoteliais (BONNANS et al., 2007), células da microglia (CHIANG et 
al., 2006;), de glândulas salivares (NELSON et al., 2014), córneas, baço 
(MIGEOTTE et al., 2006), músculo liso vascular (WILSON et al., 2008) 
e pulmão (LEVY et al., 2002), sugerindo que esse receptor possa ter 
funções mais complexas do que as atualmente reconhecidas. Sendo 
assim, a proposta do nosso estudo foi justamente investigar outras 
possíveis funções do receptor FPR2/ALX, tendo como foco a sepse e 
suas alterações vasculares. 
Começamos nosso estudo verificando a expressão do receptor 
FPR2/ALX nas células do músculo liso vascular (CMLV) de aortas. 
Encontramos o receptor expresso constitutivamente tanto nas células da 
linhagem A7r5 (células do músculo liso de aorta de ratos), quanto na 
aorta torácica de camundongos. Observamos também, que o estímulo 
com LPS aumenta significativamente a expressão do receptor nesse tipo 
celular. Foi demonstrado que a expressão do FPR2/ALX pode ser 
aumentada pelo LPS na microglia (CUI et al., 2002) e em células do 
endotélio microvascular (MOU et al., 2012). O LPS induz a expressão 
do FPR2/ALX através das vias de sinalização mediadas, principalmente, 
por JNK e NF-κB (MOU et al., 2012). Nossos resultados sugerem que 
este mecanismo é válido também para as CMLV, embora não tenhamos 
estudado se a via de aumento da expressão do FPR2/ALX induzida pelo 
LPS é idêntica à das células endoteliais ou da microglia. 
De maneira interessante, as células de cultura primária da 
microglia apresentam altos níveis de expressão do FPR2/ALX, 
entretanto, o estímulo com LPS é necessário para que o receptor se torne 
funcionalmente ativo em resposta aos agonistas (CUI et al., 2002). O 
LPS parece regular a função do FPR2/ALX de duas maneiras: 
promovendo a transcrição do gene e síntese da proteína, ou seja, 
aumentando a expressão do receptor e, como segundo mecanismo, 
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sensibilizando os receptores de expressão constitutiva (CUI et al., 2002). 
É possível que a sensibilização de receptores constitutivos também seja 
válida para as CMLV porque, como será discutido adiante, nenhum dos 
ensaios realizados (seja na dosagem de nitrito ou na reatividade 
vascular) mostrou resposta mediada pelo FPR2/ALX na ausência do 
LPS. No entanto, mais estudos serão necessários para comprovar esta 
possibilidade. 
Em contrapartida, a ativação do FPR2/ALX também parece 
regular o efeito do LPS. O aumento da expressão do FPR2/ALX 
induzido pelo LPS foi reduzido pelo tratamento com o peptídeo 
WKYMVm, um agonista seletivo do FPR2/ALX. Este dado é 
importante porque mostra que o receptor está biologicamente ativo nas 
células do músculo liso vascular e, mais ainda, que curiosamente o 
processo de aumento da expressão do FPR2/ALX induzido pelo LPS 
parece envolver a atividade do FPR2/ALX constitutivo. Foi 
demonstrado que o WKYMVm inibe a maturação induzida por LPS de 
células dendríticas derivadas de monócitos humanos, presumivelmente 
por uma interferência nas vias de sinalização ativadas pelo TLR-4 
(KANG et al., 2005). Considerando que as CMLV expressam TLR-4 
funcional (HEO et al., 2008), é possível que a ativação do FPR2/ALX 
constitutivo regule negativamente a expressão do FPR2/ALX induzida 
pela ativação do TLR-4. 
Uma outra explicação e talvez a mais plausível para a redução da 
expressão do FPR2/ALX causada pelo WKYMVm, está relacionada ao 
mecanismo clássico da ativação de receptores acoplados à proteína G. O 
FPR2/ALX é um GPCR, portanto, após a interação com agonistas, sofre 
internalização mediada por clatrina e endocitose dependente de 
dinamina, e é reciclado (ERNST et al., 2004; HUET et al., 2007). Em 
um estudo que mostrou a dinâmica do processo de tráfego intracelular 
do FPR2/ALX após estimulação com a LXA4, foi observado que, em 5 
minutos, o receptor sofre completa internalização e, 120 minutos após a 
ativação, a expressão do receptor na membrana celular retorna aos seus 
níveis basais (MADERNA et al., 2010). Não sabemos o tempo de 
turnover do FPR2/ALX nas CMLV e, principalmente, após o estímulo 
com o agonista peptídico WKYMVm, mas se a argumentação acima for 
válida, fica mais fácil entender o efeito da redução da expressão do 
receptor. A presença do agonista exógeno levaria à um aumento do 
processo de reciclagem do receptor, efetivamente diminuindo a 
densidade de receptores na membrana celular. Infelizmente, não 
pudemos analisar a eventual variação da densidade de receptores na 
membrana e sua internalização devido ao fato dos anticorpos 
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disponíveis só reconhecerem uma região interna do receptor, 
necessitando de permeabilização das células (Figura suplementar 1).  
Confirmada a expressão do FPR2/ALX na A7r5 e na aorta, bem 
como a sua modulação pelo LPS, partimos para os ensaios funcionais de 
reatividade vascular. Para tanto, utilizamos um protocolo experimental 
in vitro em aortas torácicas que reproduz a hiporresponsividade a 
vasoconstritores observada in vivo (SILVA-SANTOS et al., 2002). 
Conforme o esperado, a exposição dos anéis de aorta ao LPS causou 
hiporreatividade à fenilefrina. Surpreendentemente, o tratamento dos 
anéis de aorta com o WKYMVm reverteu a hiporreatividade ao 
vasoconstritor causada pelo LPS. No primeiro momento, justificar este 
efeito com a hipótese de que a ativação do FPR2/ALX pudesse estar 
regulando negativamente a ação do LPS, nos pareceu muito certo. 
Sabemos que um dos mecanismos pelo qual o LPS induz a 
hiporreatividade vascular envolve a ativação do fator de transcrição NF-
κB e consequente aumento na expressão da NOS-2. Entretanto, a 
expressão da NOS-2 não foi alterada pela incubação da aorta com o 
WKYMVm, como será discutido adiante. Por outro lado, a possibilidade 
do LPS estar sensibilizando o FPR2/ALX nas CMLV e tornando o 
receptor mais sensível à ação do peptídeo, continua sendo uma 
explicação razoável. Essa condição poderia explicar por quê o 
tratamento com o WKYMVm 30 minutos antes da curva de contração 
com fenilefrina parece ser mais eficiente do que a incubação do peptídeo 
concomitantemente ao LPS. Entretanto, uma reestimulação com o 
peptídeo deveria ter sido feita na aorta que foi incubada com o LPS e o 
WKYMVm por 10 horas para responder essa questão. 
A incubação das aortas com o peptídeo antagonista WRW4, 
considerado o mais seletivo para o FPR2/ALX (STENFELDT et al., 
2007; YE et al., 2009), previamente ao tratamento com o WKYMVm, 
bloqueou o efeito original do agonista, o de reverter a hiporreatividade 
causada pelo LPS. Esse resultado confirma e estende os achados da 
literatura de que o efeito do WKYMVm é mediado pelo FPR2/ALX.  
Diferente dos nossos resultados, alguns estudos mostraram que a 
ativação do FPR2/ALX é capaz de promover relaxamento dependente 
de endotélio, tendo um importante papel na modulação do tônus 
vascular (LEFER et al., 1988; VON DER WEID et al., 2004; 
BERKESTEDT et al., 2008). Entretanto, existem pontos relevantes que 
podem explicar as discrepâncias em relação ao nosso estudo e que 
merecem uma discussão mais aprofundada. 
Em primeiro lugar, nós avaliamos a reatividade ao vasoconstritor 
em anéis de aortas sem endotélio, visto que as células endoteliais 
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também expressam o FPR2/ALX (KOCZULLA et al., 2003), e nosso 
interesse foi estudar o receptor na camada de músculo liso. Ademais, 
sabe-se que o endotélio acelera a hiporreatividade vascular induzida 
pelo LPS (JULOU-SCHAEFFER et al., 1990, NAKAKI et al., 1992; 
FLEMING et al., 1993), porém, anéis desnudos de endotélio também 
apresentam hiporreatividade após exposição ao LPS, tendo como 
principal mecanismo a produção de NO (CENA et al., 2008). Além da 
camada endotelial, a aorta é formada pela camada de células de músculo 
liso (túnica média) e por uma camada de tecido conjuntivo (túnica 
adventícia) (TILKI et al., 2009). Entretanto, não encontramos relatos na 
literatura sobre a expressão de FPR2/ALX em fibroblastos da túnica 
adventícia de aortas, dessa forma, não podemos descartar essa 
possibilidade, uma vez que fibroblastos pulmonares expressam 
FPR2/ALX e respondem ao estímulo com LXA4 (WU et al., 2006), 
AnxA1 (JIA et al., 2013) e WKYMVm (IACCIO et al., 2007).  
O segundo ponto importante está relacionado ao agonista 
estudado. Von der weid e colaboradores (2004) conduziram o estudo 
utilizando o agonista lipídico, LXA4, enquanto nós avaliamos o agonista 
peptídico WKYMVm. Com base no mesmo protocolo experimental 
desse estudo, avaliamos o efeito do WKYMVm em anéis de aorta com 
endotélio pré-contraídos com fenilefrina. O estímulo com acetilcolina 
induziu um significante relaxamento, contudo, o relaxamento não foi 
observado quando o WKYMVm foi aplicado aos anéis (Figura 
suplementar 2). Vários estudos demonstraram que agonistas peptídicos e 
lipídicos podem ter efeitos distintos na ativação do FPR2/ALX (revisado 
em CATTANEO et al., 2013). Outrossim, a LXA4 não é um agonista 
seletivo do FPR2/ALX, podendo exercer seus efeitos através da ligação 
ao receptor de aril-hidrocarboneto (MACHADO et al., 2006). 
Outro ponto relevante concerne ao fato de que muitas das ações 
dos agonistas são dependentes da concentração. Berkestdt e 
colaboradores (2008) induziram relaxamento em segmentos de veia 
omental humana usando o WKYMVm na faixa nanomolar de 
concentração. Eles também testaram a reatividade vascular de 
segmentos arteriais, entretanto, falharam em demonstrar a ativação do 
FPR2/ALX e justificaram com uma possível falta de expressão do 
receptor na artéria omental humana. No presente estudo, o efeito 
benéfico do WKYMVm na hiporreatividade vascular foi alcançado 
utilizando-se o peptídeo na faixa micromolar de concentração (Figura 
suplementar 3). Estudos in vitro com concentrações do peptídeo 
variando de 0,1 a 10 µM mostraram distintas eficácias na ativação do 
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receptor (LE et al., 1999; CHRISTOPHE et al., 2001; BAE et al., 2003; 
HE et al., 2013). 
Por último e mais pertinente, é necessário salientar que o efeito da 
ativação do FPR2/ALX na reatividade vascular foi avaliado em um 
contexto inflamatório. É de extrema importância que essas diferenças 
sejam lembradas e levadas em consideração tanto para o desenho 
experimental quanto para a interpretação dos resultados.  
Já é conhecido de longa data que o NO está diretamente 
relacionado com a hipotensão e hiporreatividade aos agentes vasoativos 
durante a sepse e choque séptico (MONCADA et al., 1991; ASSREUY, 
2006; FERNANDES e ASSREUY, 2008) e a diminuição dos níveis de 
NO está associada com a melhora clínica de animais sépticos 
(KILBOURN et al., 1990; SZABO et al., 1993; FERNANDES et al., 
2006; SORDI et al., 2011). O NO encontra-se entre os mediadores locais 
liberados no ambiente onde a célula do músculo liso está inserida, sendo 
considerado um importante regulador fisiológico do relaxamento do 
músculo liso vascular e não-vascular. Adicionalmente, foi demonstrado 
que as CMLV não apenas respondem ao NO como também são capazes 
de produzi-lo (BUSSE et al., 1990; SCHINI et al., 1991). A partir dos 
dados obtidos nos ensaios funcionais de reatividade vascular in vitro, 
nosso próximo passo foi avaliar o efeito do WKYMVm na produção de 
NO. 
A expressão da NOS-2 pode ser induzida em vários tipos 
celulares e por uma variedade de estímulos inflamatórios. De acordo 
com a revisão escrita por Ginnan e colaboradores (2008), a enzima 
NOS-2 de células do músculo liso de ratos necessita da ocupação de 
pelo menos 60% da sua região promotora para obter a máxima ativação 
da enzima, como ocorre em resposta ao conjunto de estímulos: LPS, 
IFN-γ, TNF-α e IL-1β (também chamado de Cytomix). No presente 
trabalho, utilizamos as células da linhagem A7r5 e pelo fato destas 
células não serem ativadas apenas com LPS, utilizamos a combinação 
de LPS (1 µg/mL) e IFN-γ (200 U/mL) que se mostrou eficaz na 
ativação dessas células (SCHESCHOWITSCH, 2011). Resultados 
prévios do nosso laboratório mostraram que nas células A7r5 a 
translocação do NF-κB aumenta rapidamente após a estimulação com 
LPS/IFN e retorna aos níveis basais 4 horas após a ativação 
(SCHESCHOWITSCH, 2011). Sendo assim, optamos por realizar o 
tratamento com o peptídeo nos tempos de 4 h e 12 h após o estímulo 
com o LPS/IFN para descartar a possibilidade do WKYMVm interferir 
na ativação do NF-κB. Vários trabalhos relataram a indução de NF-κB 
após a ativação do FPR2/ALX com diferentes agonistas (revisado em 
76 
 
CATTANEO et al., 2013). A concentração do peptídeo foi determinada 
com uma curva de concentração-resposta (Figura suplementar 4). A 
ativação do FPR2/ALX com o WKYMVm (1 µM), poucas horas após o 
estímulo das células A7r5 (4 h pós LPS), reduziu o acúmulo de nitrito 
no sobrenadante da cultura, enquanto a adição tardia (12 h pós LPS) não 
apresentou efeito. Adicionalmente, o efeito do WKYMVm sobre a 
produção de NO nas células A7r5 estimuladas com LPS/IFN foi 
bloqueado pela pré-incubação com o antagonista WRW4, confirmando 
os dados obtidos nos ensaios funcionais de reatividade de que a ação do 
WKYMVm é mediada pelo FPR2/ALX (Figura suplementar 5). 
Intrigantemente, como poderia o WKYMVm reverter a hiporreatividade 
à fenilefrina nos anéis de aorta após 10 horas de estímulo com LPS, sem 
interferir na produção de NO? Considerando que a reação de Griess é 
um método indireto de detecção de NO, na qual quantidade de nitrito, 
que representa um produto final estável do NO, é mensurada no meio de 
cultura, optamos por avaliar a produção de NO intracelular na aorta 
utilizando uma sonda específica, o DAF-FM. Dessa forma, as aortas 
foram estimuladas in vitro com LPS por 10 horas e então tratadas com 
WKYMVm. Conforme o esperado, a ativação do FPR2/ALX causou 
redução na quantidade de NO que foi detectada através da fluorescência 
da sonda DAF. Esse resultado sugeriu a possibilidade de uma 
interferência da ativação do FPR2/ALX na indução da expressão da 
NOS-2. Assim, avaliamos a expressão da NOS-2 em aortas estimuladas 
com LPS e WKYMVm juntos. Ao contrário do que prevíamos, o 
WKYMVm falhou em bloquear a expressão da NOS-2 induzida por 
LPS na aorta. Um trabalho publicado em 1999 no British Journal of 
Pharmacology (MINGHETTI et al., 1999) mostrou uma diminuição da 
expressão da NOS-2 e da produção de NO em cultura de células da 
microglia estimuladas com LPS após o estímulo com o peptídeo Ac2-
26, que também é um agonista FPR2/ALX. Entretanto, a concentração 
do Ac2-26 utilizada nos ensaios foi 10 vezes maior do que a utilizada 
em nossos experimentos. Como mencionado na Introdução do presente 
trabalho, a ativação dos receptores FPR depende do tipo e da 
concentração de ligante, do tipo de ligação, e dependendo das 
circunstâncias, pode resultar em efeitos inibitórios ou estimulatórios 
(MIGEOTTE et al., 2006). 
Uma das propriedades mais descritas do WKYMVm é a sua 
capacidade de induzir a produção de espécies reativas de oxigênio 
(EROs), como o ânion superóxido (O2-) (revisado por CATTANEO et 
al., 2013). Embora não tenhamos avaliado o efeito da ativação do 
FPR2/ALX na produção de EROs, a redução do NO pode ter ocorrido 
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devido a formação de peroxinitrito (ONOO-) (formado pela reação do 
NO com ânion superóxido quando quantidades estequiométricas destas 
espécies são geradas). O ONOO- é uma molécula com potente ação 
oxidante e nitrante, indutora da peroxidação lipídica, hidroxilação e 
oxidação de proteínas (PACHER et al., 2007; SZABÓ et al., 2007; 
LIAUDET et al., 2009). Alguns trabalhos relataram a capacidade do 
ONOO- em prejudicar a contratilidade vascular (OKAMOTO et al., 
2001; TAKAKURA et al., 2002; CENA et al., 2010), entretanto, os 
nossos dados mostram que o tratamento com WKYMVm tem um efeito 
protetor na função do vaso. Se a formação de ONOO- está sendo 
induzida pelo tratamento com o WKYMVm, a sua quantidade não está 
sendo suficiente para prejudicar a reatividade das aortas mas, ao mesmo 
tempo, pode estar refletindo na quantidade de NO que está sendo 
encontrada. Um ensaio utilizando sondas fluorescentes específicas para 
essas espécies reativas de oxigênio e nitrogênio poderia ajudar a 
responder à essas questões.     
Por uma outra perspectiva, poderíamos sugerir que a ativação do 
FPR2/ALX está diminuindo a atividade da enzima NOS-2 fazendo-a  
produzir menos NO. A atividade das NOS é regulada por mecanismos 
diversos. A fosforilação do resíduo de serina (Ser1179) da NOS-3 pela 
proteína Akt resulta no aumento da produção de NO, enquanto a 
fosforilação da Ser847 da NOS-1 por proteínas quinases dependentes de 
calmodulina diminui a atividade desta enzima. O próprio NO, quando 
produzido em quantidades elevadas, atua inibindo sua produção, 
mecanismo conhecido por retroalimentação negativa (ASSREUY et al., 
1993). A interação com outras proteínas também exerce regulação da 
atividade das NOS. A atividade das enzimas constitutivas pode ser 
aumentada pela interação com proteínas de choque térmico 90 (hsp90), 
que atua como um modulador alostérico. No sistema nervoso central, a 
interação da NOS-2 com a proteína calirina parece impedir a 
dimerização da NOS-2, resultando em uma ação neuroprotetora durante 
a inflamação. A interação da NOS-1 com a proteína inibidora de NOS 
(PIN) e a interação da NOS-3 com resíduos de glicina miristoilados e de 
cisteína palmitoilados na membrana plasmática, também regulam a 
atividade destas enzimas (ALDERTON et al., 2001). Nossos resultados 
não permitem afirmar qual ou quais poderiam ser os mecanismos 
deflagradores da diminuição da atividade da NOS-2 observada após o 
tratamento com o WKYMVm mas, tendo em vista os relatos da 
capacidade desse peptídeo em induzir a fosforilação de diversas 
proteínas intracelulares (revisado por CATTANEO et al., 2013), não 
podemos descartar esta possibilidade. Ensaios mais específicos que 
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avaliem a atividade da enzima como, por exemplo, pelo método da L-
citrulina, além de outros estudos incluindo dimerização da proteína, 
fosforilação de sítios da proteína, ligações de cofatores, além da 
biodisponibilidade de O2 e da L-arginina na presença de diferentes 
agonistas do FPR2/ALX, podem contribuir para elucidar se a ativação 
deste receptor está interferindo com a atividade da NOS-2 e quais são os 
mecanismos envolvidos. 
O NO é um dos mais importantes mediadores da sepse e está 
envolvido em praticamente todas as respostas do hospedeiro frente à 
infecção, como inflamação, disfunção cardiovascular, aumento da 
permeabilidade vascular, migração e ativação de leucócitos, além de ter 
ação microbicida (MONCADA et al., 1991; BENJAMIM et al., 2000; 
ASSREUY, 2006; FERNANDES e ASSREUY, 2008). Não resta dúvida 
que a produção excessiva de NO durante a sepse contribui para a 
disfunção vascular, que é considerada uma das principais alterações 
hemodinâmicas que ocorrem durante a sepse, e manifesta-se na 
incapacidade dos vasos responderem a estímulos vasoconstritores e 
vasodilatadores. A hiporreatividade vascular é progressiva, e pacientes 
sépticos necessitam normalmente da infusão de grandes doses de 
agentes vasopressores para manutenção de níveis pressóricos adequados 
(LEONE e MARTIN, 2008). 
Neste contexto, e com base nos achados dos experimentos in 
vitro, avaliamos o efeito cardiovascular (componente vascular, mais 
precisamente) da ativação do FPR2/ALX nos animais sépticos. Após a 
indução da sepse, os animais receberam duas doses do WKYMVm antes 
da avaliação da pressão arterial. Os tempos de administração foram 
baseados em dados da literatura (KIM et al., 2010), considerando que 
esse peptídeo apresenta meia-vida curta quando administrado in vivo 
(PARK et al., 2014). Embora o WKYMVm não tenha alterado a 
hipotensão tardia da sepse, ele foi capaz de reverter uma parcela da 
hiporreatividade à fenilefrina que ocorre na sepse. Este resultado é 
inédito e muito importante porque sugere fortemente que a ativação do 
FPR2/ALX com o peptídeo agonista WKYMVm confere um efeito 
cardiovascular protetor na sepse. A presença da disfunção 
cardiovascular na sepse está associada a um aumento significativo no 
índice de mortalidade, que neste caso é de 70-90% quando comparado 
ao índice de mortalidade de pacientes sépticos sem alterações nesse 
sistema, que é de aproximadamente 20% (PARRILLO et al., 1990). 
O possível efeito cardiovascular protetor da ativação do 
FPR2/ALX com o peptídeo WKYMVm foi ainda mais evidente quando 
avaliamos a sobrevivência dos animais sépticos tratados. No presente 
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estudo, demonstramos que o tratamento com o WKYMVm reduziu 
drasticamente a taxa de mortalidade dos animais com pneumosepse 
(aumentou a sobrevida em 40%). Um estudo anterior demonstrou que a 
administração do WKYMVm induz atividade terapêutica efetiva contra 
a sepse polimicrobiana, reduzindo a mortalidade a 30% através de 
mecanismos como o aumento da atividade bactericida (pela produção de 
espécies reativas de oxigênio) e controle da inflamação exacerbada 
(aumento da produção das citocinas IFN-γ, IL-12, IL-17 e TGF-β e 
inibição das citocinas TNF-α e IL-1β) (KIM et al, 2010). Diferentes 
estudos no modelo de CLP mostraram que o tratamento dos animais 
com LXA4 (WALKER et al., 2011), RvD1 (CHEN et al., 2014) ou 
RvD2 (SPITE et al., 2009), que são agonistas endógenos do FPR2/ALX, 
também conferem proteção na sepse por reduzir a inflamação. O papel 
crucial do FPR2/ALX em funções essenciais da resposta imune na sepse 
polimicrobiana foi demonstrado em animais FPR2/ALX deficientes 
(GOBBETTI et al., 2014). Um estudo prévio do nosso laboratório 
mostrou que a ativação do FPR2/ALX com LXA4 em momentos tardios 
da sepse induzida por pneumonia, apresenta efeitos benéficos devido à 
diminuição da resposta inflamatória excessiva (SORDI et al., 2013a). 
Sendo o FPR2/ALX um membro da família de receptores de 
peptídeos formilados, conhecidos pela importância na defesa do 
hospedeiro e na inflamação, é razoável que a maioria dos estudos 
avaliem o efeito da sua ativação no componente inflamatório da sepse. 
A originalidade do presente trabalho está na demonstração de que a 
ativação do FPR2/ALX com o peptídeo WKYMVm na sepse apresenta 
um importante efeito protetor no componente vascular, crucial para a 
gravidade do quadro, tendo em mente que a  disfunção cardiovascular é 
determinante do prognóstico na sepse. Apenas um trabalho na literatura 
mostrou que o controle da resposta imune alcançado com a ativação do 
FPR2/ALX na sepse foi acompanhado de uma significante atenuação do 
dano na contratilidade miocárdica sistólica. Os autores sugeriram que 
este efeito poderia ser consequência indireta da redução da inflamação 
ou uma ação protetora direta no miocárdio, preservando sua função 
contrátil. Foi relatado também um aumento da expressão de RNA 
mensageiro dos receptores Fpr1 e Fpr2 no coração, porém esse achado 
não foi explorado (GOBBETTI et al., 2014). Essa informação reforça a 
nossa hipótese de que o FPR2/ALX está envolvido nas alterações 
cardiovasculares observadas na sepse. 
O esquema 1 ilustra os principais achados do presente trabalho e 
aponta alguns possíveis desdobramentos. Uma  limitação neste trabalho 
é que não exploramos os mecanismos pelos quais o WKYMVm exerce 
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seus efeitos protetores vasculares na sepse. Entretanto, os resultados 
aqui relatados podem contribuir para a compreensão acerca de como a 
modulação do FPR2/ALX pode influenciar as alterações na fisiologia 
cardiovascular durante a sepse e de que forma tais eventos também 
contribuem para a melhora da disfunção vascular e consequentemente 
da sobrevivência. Esses achados podem contribuir para o 
desenvolvimento de terapias inovadoras na sepse, ou até mesmo para a 
implementação de estratégias que visem interromper a sequência de 
eventos que levam à hiporresponsividade e morte durante esse processo 
inflamatório generalizado. 
 
Esquema 1. Envolvimento do FPR2/ALX nas alterações vasculares induzidas 
por LPS e sepse. As células do músculo liso vascular (CMLV) também 
respondem à estímulos inflamatórios como o LPS que está presente na parede 
de bactérias Gram negativas como a K. pneumoniae. O reconhecimento do LPS 
por receptores como o TLR-4 induz a translocação nuclear do NF-κB e 
consequente expressão de NOS-2 e produção de grandes quantidades de NO que 
são responsáveis, em parte, pela hipotensão e hiporreatividade vascular 
observada na sepse. A ativação do receptor FPR2/ALX com o peptídeo agonista 
WKYMVm (W) diminui as quantidades de NO e reverte a hiporreatividade à 
fenilefrina in vitro e in vivo, entretanto, os mecanismos moleculares envolvidos 
ainda precisam ser elucidados. Há relatos na literatura de que a ativação do 
FPR2/ALX com diferentes agonistas induz a produção de ânion superóxido 
(O2-). Embora não tenhamos avaliado o efeito da ativação do FPR2/ALX sobre 
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a produção de espécies reativas de oxigênio, a redução do NO pode ter ocorrido 
devido a interação com o ânion superóxido. Por outra perspectiva, poderíamos 
sugerir que a ativação do FPR2/ALX está diminuindo a atividade da NOS-2, 
fazendo ela produzir menos NO e, dessa forma, refletindo na menor quantidade 
de NO que foi encontrada em nossos experimentos. Assim, podemos sugerir 
alguns desdobramentos deste trabalho: 1) avaliar o efeito da ativação e/ou 
bloqueio do receptor na produção de espécies reativas de oxigênio; 2) avaliar o 
efeito da ativação do FPR2/ALX na atividade da enzima NOS-2; 3) avaliar 
alguns efeitos pró- e anti-inflamatórios da estimulação e/ou bloqueio do 
FPR2/ALX para verificação de congruência temporal com os efeitos 
(cardio)vasculares e 4) avaliar a função cardíaca no modelo de sepse induzida 

































































A principal contribuição do nosso trabalho é a demonstração de 
que o peptídeo WKYMVm, agonista seletivo do receptor FPR2/ALX, 
reverte a hiporreatividade vascular a fenilefrina tanto in vitro (causada 
pelo LPS) quanto in vivo (causada pela pneumosepse) e que os animais 
sépticos tratados com esse peptídeo sobrevivem substancialmente mais. 
Os resultados in vitro mostram que a ativação do FPR2/ALX pelo 
WKYMVm diminui a produção de NO em células de músculo liso 
vascular e em aortas estimuladas com LPS, mas esse efeito não parece 
envolver a regulação da expressão da enzima óxido nítrico sintase-2. 
Dessa forma, mais estudos são necessários para elucidar os mecanismos 
moleculares pelos quais a via WKYMVm-FPR2/ALX exerce seus 
efeitos benéficos na sepse. 
Assim, nossos dados sugerem que um receptor, primariamente 
descrito como mediador de respostas imunológicas, pode ter um papel 
relevante na disfunção vascular observada na sepse, sendo um possível 
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Figura suplementar 1: Análise da expressão do receptor FPR2/ALX em células 
do músculo liso vascular. Alíquotas de 106 células da linhagem A7r5 foram 
fixadas (formaldeído tamponado 1%) e, em seguida, permeabilizadas (saponina 
0,5%) ou não. As células foram suspensas em tampão de citometria (soro 
bovino fetal 1% em PBS) contendo 0,5 mg/mL de anti-FcγRIII/II (clone 2.4G2; 
BD Pharmingen, CA, EUA) e incubadas (1 h, 4 °C, escuro) com anticorpo anti-
FPR2 na diluição de 1:100 (clone M-73; Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). 
Após este período, as amostras foram lavadas e incubadas (0,5 h, 4 °C, escuro) 
com anticorpo secundário anti-IgG conjugado com Alexa Fluor 488 (Invitrogen, 
UK). Após o tempo de incubação, as amostras foram centrifugadas (1200 g, 5 
min, 4 °C), o sobrenadante foi descartado, as células foram suspensas em 
tampão de citometria e adquiridas pelo citômetro de fluxo (FACSCanto II, BD 
Biosciences, CA, EUA). Foram analisados 50.000 eventos por amostra. Os 
dados foram coletados com o programa FACSDiva (BD Biosciences, CA, 













Figura suplementar 2: Efeito do WKYMVm sobre as contrações induzidas pela 
fenilefrina em anéis de aorta com endotélio de camundongos. Os anéis foram 
pré-contraídos com fenilefrina e expostos à acetilcolina (Ach) ou à diferentes 
concentrações do peptídeo WKYMVm (0,01; 0,1; 1 e 10 µM). Os pontos 
representam a média ± E.P.M., n=3. ANOVA de uma via seguido pelo teste de 






















Figura suplementar 3: Curvas concentração-resposta para WKYMVm sobre as 
contrações induzidas pela fenilefrina em anéis de aorta sem endotélio de 
camundongos. Os anéis foram expostos ou não (veículo) ao LPS (10 µg/ml) por 
10 horas. A incubação com o WKYMVm, em duas concentrações diferentes (1 
e 10 µM), foi realizada por 30 min antes da avaliação da reatividade à 
fenilefrina. Os pontos representam a média ± E.P.M., n=5. ANOVA de duas 
vias seguido pelo teste de Bonferroni. * p < 0,05 comparado ao veículo e # p < 



























Figura suplementar 4: Efeito do WKYMVm sobre a produção de nitrito 
induzida por LPS+IFN em células do músculo liso vascular. Células da 
linhagem A7r5 foram expostas ou não (veículo) ao LPS (1 µg/ml) e IFN-γ (200 
U/ml) por 48 h. WKYMVm, em três concentrações diferentes (0,1; 1 e 10 µM), 
foi adicionado às células 4 h após o estímulo com LPS+IFN. O acúmulo de 
nitrito no sobrenadante foi quantificado através da reação de Griess. As barras 
































Figura suplementar 5: Efeito do antagonista WRW4 sobre a produção de nitrito 
induzida por LPS+IFN em células do músculo liso vascular. Células da 
linhagem A7r5 foram expostas ou não (veículo) ao LPS (1 µg/ml) e IFN-γ (200 
U/ml) por 48 h. WKYMVm (1 µM) foi adicionado às células 4 h após o 
estímulo com LPS+IFN. WRW4, em duas concentrações diferentes (0,3 e 3 
µM) foi adicionado 30 min antes do tratamento com o WKYMVm. O acúmulo 
de nitrito no sobrenadante foi quantificado através da reação de Griess. As 
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